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Ia microbiologìa industriale è in pie- 
no fermento, una situazione clic 
-J se n z a r i correre a ter m i n i t e cn i ci si 
può definire di agitazione, di turbolenza 
o, comunque, di grande attività. I pro- 
gressi recente mente avutisi nel campo 
della biologia molecolare hanno prodotto 
un'ondata di eccitazione a proposito delle 
future applicazioni che le nuove tecniche 
microbiologiche troveranno in un'ampia 
gamma di processi industriali. Ciò che 
spesso manca» però, nelle discussioni sul 
DNA ricombìnante, sull'ingegneria gene- 
tica e su temi analoghi è il significato del 
contesto in cui ì nuovi sviluppi debbono 
aver luogo. La microbiologia industriale 
non è certamente un nuovo campo di atti- 
vità imprenditoriale: si tratta di un fattore 
consolidato dell'economia mondiale, cui 
attualmente è dovuta una produzione 
annua valutata in decine di miliardi di 
dollari solo per quanto riguarda gli Slati 
Uniti. Si tratta inoltre del risultato di 
un'attività umana molto estesa con una 
storia estremamente ricca che risale nel 
tempo per migliaia di anni. 

Questo fascicolo di «Le Scienze» è de- 
dicato alla microbiologia industriale, con 
una particolare attenzione a quel settori 
in cut è probabile che l'introduzione delle 
nuove tecniche di manipolazione genetica 
possano produrre cambiamenti di rilievo. 

Larte della fermentazione, teemeamen- 
' te definita net senso più ampio come 
la trasformazione chimica di composti 
organici per mezzo di enzimi (in partico- 
lare enzimi prodotti da microrganismi)* è 
molto antica. La capacità di produrre una 
bevanda alcool ica come la birra mediante 
lievito era nota ai sumeri e ai babilonesi 
prima del ófJQl) a,C Molto più tardi, nel 
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4000 a.C. circa, gli egiziani scoprirono 
che l'anidride carbonica generata dall'a- 
zione del lievito di birra poteva far lievita- 
re il pane, Riferimenti al vino, un altro 
antico prodotto della fermentazione, si 
possono trovare nel Genesi, dove si rac- 
conta come Noè ne abusasse un po' troppo. 

Verso il XIV secolo dopo Cristo la di- 
stillazione di bevande aleooliche prodotte 
da granaglie fermentate, una pratica che 
si pensa abbia avuto origine in Cina o nel 
Medio Oriente, era diffusa in molte parti 
del mondo* Altri processi fermentativi 
che trovano origine nell'antichità sono la 
coltura dì batteri acetici per produrre ace- 
to, di batteri lattici per conservare il latte, 
per esempio come yogurt, e di vari batteri 
e muffe per produrre formaggio. 

I microrganismi hanno fornito cibi e 
bevande per più di 8000 anni prima che 
ne venisse accertata resistenza, e ciò av- 
venne nel XVII secolo, In quel periodo 
l'olandese Anton van Leeuwenhoek, un 
pioniere della microbiologia, esaminando 
con il suo semplice strumento acqua* 



materia in decomposizione e un po' di 
patina che aveva prelevato dai suoi denti, 
riferì sulla presenza di minuscoli ani mal- 
aria, piccoli organismi in movimento 
non più grandi di un millesimo di un gra- 
nello di sabbia. Molti ritenevano che tali 
organismi originassero spontaneamente 
dalla materia non vivente. Infatti, anche 
se a quel tempo la teoria della generazio- 
ne spontanea, postulata tra gli altri anche 
da Aristotele, era screditata per quanto 
riguardava le forme di vita superiori, essa 
sembrava in grado di spiegare perché un 
brodo limpido si offuscasse per la presen- 
za di una gran quantità di questi organi- 
smi man mano che il tempo passava. Fu 
solo nella seconda metà del XIX secolo 
che il francese Louis Pasteur e l'inglese 
John Tyndall demolirono !a teoria della 
generazione spontanea e dimostrarono 
che la vita microbica aveva origine da 
forme di vita preesistenti. 

Prima che Pasteur iniziasse i suoi lavori 
sull'origine della vita microbica, tre ricer- 
catori, il francese Charles Cagni a rd de la 



L'antichità della fermentazione è dimostra!» dalle scene di preparazione del pane e della birra che 
appaiono nel bassorilievo dipinto della pagina a fronte. 11 rilievo, che si trova sulla parete di una 
tomba egiziana della Quinta Dinastia del 2400 a.l\, fa parte attualmente della collezione del 
Museo nazionale delle antichità di Leida. Le figure del pannello superiore sono impegnate (da 
destra a sinistra} a battere, spulare e macinare presumibilmente orzo o farro, una varietà primitiva 
di tv ti mento. Le figure nel pannello al centro immergono nell'acqua la farina grossolana, lasciando 
germinare qualcuno dei granelli interi (a sinistra) . lavorano la pasta lievitata, modellandola in vari 
tipi di Torme (at centro} e cuociono il «pane di birra», in un forno (a destra). Il fornaio è ritratto in 
un atteggiamento caratteristico» mentre riattizza il fuoco con un arnese dalla lunga impugnatura 
con una mano e con Pai tra si protegge gli occhi dal calore. Nel pannello inferiore si vede l'infuso 
mentre viene colato in un recipiente di fermentazione che è appoggiato su un supporto simile a una 
fune arrotolata. Dopo alcuni giorni di fermentazione la birra pronta viene versata dal recipiente in 
giare dì terracotta, che subito vengono chiuse, sigillate con argilla e immagazzinate. 1 birrai 
egiziani si basavano inizialmente sui lieviti presenti nell'aria o sulla pelle o sulla buccia di fmtti e 
cereali; successivamente >i rese disponibile un lievito puro o quasi. Le antiche birrerie produceva- 
no diversi tipi di birra; alcuni, detti «forti», avevano un contenuto di alcool anche del 12 per cento. 
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Il più antico disegno noto della struttura di un ammasso di cellule di lievito si trovava inserito in 
una lettera inviala da Anton van Leeuwenhoek nel 1680 a Thomas Gale, a quel tempo segretario 
della Rovai Society di Londra • Esaminando un campione di birra fredda con il suo primitivo 
microscopio, van Lee uwenhoek notò una grande quantità di piccole particelle, «Alcune di queste - 
scrìsse poi (in latino) - mi sembravano del tutto rotonde, altre erano irregolari e alcune erano più 
grandi delle altre e sembravano consistere di due, tre o quattro delle particelle suddette legale 
insieme. Altre ancora consistevano di sei globuli e questi ultimi formavano un globulo unico di 
lievito.» Allo scopo di rappresentare visivamente questa combinazione presi sei palline di cera e le 
unii insieme come nella figura 1, le sistemai e le disegnai in modo che si potessero vedere tutte e sei 
contemporaneamente. Successiva meni e schiacciai queste palline tra le mani cosi che assunsero la 
forma mostrata nella figura 2, poiché immagino che il risultato ottenuto facendo rotolare le palline 
di cera tra le mani per comprimerle sia quasi lo stesso che si ha nella fermentazione della birra.» 
Nonostante van Leeuwenhoek non sia mai stato in grado di distinguere effe ttiv amen te le sei 
cellule che costituivano il globulo più grande, riferì che le sue osservazioni, interpretate alla luce 
dei modelli di cera «erano per me tanto chiare come se avessi davanti agli occhi una piccola bolla 
trasparente piena di sei bolle più piccole.» Quello che vide (con un ingrandimento valutato in circa 
125 diametri) era probabilmente un aggregato di cellule di lievito riprodottesi rapidamente. 




Louis Pasteur nel suo studio classico del XIX secolo sulla fermentazione della birra fece ricerche 
su vari microrganismi responsabili del deterioramento della birra. Questo disegno composito, che 
mostra i principali contaminanti microbici della birra e del mosto di malto, è riprodotto dall'edi- 
zione originate francese del 1876 del suo libro Etudes sur fa bière t ses maladies t causes qui les 
provoquent* Procède s pour la rendre ìnaltérabie, aveeaae fhéorie nouvetle de lafermentatìon. Fa 
nel corso di questo lavoro che Pasteur dimostrò l'esistenza di vita microbica anaerobi** ossia in 
assenza d'aria. Le particelle più grandi e di forma più simile a quella globulare sono lieviti. 



Tour e i tedeschi Theodor Sehwann e 
Friedrich Traugott Kutzing, avevano 
proposto indipendentemente che i pro- 
dotti della fermentazione, soprattutto 
etanolo (alcool etilico) e anidride carbo- 
nica» fossero creati da una forma micro- 
scopica di vita. Questa idea venne aspra- 
mente osteggiata dai chimici più autore- 
voli del tempo (uomini come Jons Jakob 
Berzelius, Jusius von Liebig e Friedrich 
Wòhler) i quali sostenevano che la fer- 
mentazione fosse puramente una reazio- 
ne chimica e che il lievito presente nel 
brodo di fermentazione fosse materia in 
decomposizione priva di vita. 

A Pasteur occorsero quasi ventanni * 
dal 1857 al 1876 - per dimostrare che 
l'ipotesi sostenuta dai chimici non era va- 
lida. Era stato chiamato in causa dai distil- 
latori di Lille perché scoprisse come mai il 
contenuto dei loro lini di fermentazione 
diventasse acido ed egli notò al microsco- 
pio che il brodo di fermentazione conte- 
neva non solo cellule di lievito, ma anche 
batteri che potevano produrre acido latti- 
co. In questo ventennio, il suo maggior 
contributo fu quello di stabilire che ogni 
tipo di fermentazione era mediato da un 
microrganismo specìfico. Inoltre, in uno 
studio intrapreso per determinare come 
mai la birra francese fosse inferiore a 
quella tedesca, dimostrò resistenza di vita 
puramente anaerobia, cioè in assenza 
d'aria. 

Una delle idee centrali di Pasteur, ossia 
che ogni fermentazione fornisce 
energia alla specie che la compie, portò, 
nel 1 897 alla scoperta accidentale, da par- 
te del tedesco Eduard Buchner, che il 
metabolismo poteva aversi senza cellule. 
Buchner trovò che un estratto di lievito 
fatto macerare e poi filtrato, in modo che 
le cellule ìntegre venissero eliminate, 
conservava la capacità di convertire lo 
zucchero in alcool. 

All'importante lavoro di Buchner fece- 
ro seguito notevoli progressi nella ricerca 
biochimica dì base, ma solo poche delle 
nuove conoscenze vennero applicate nel- 
la pratica della fermentazione industriale 
fino alla prima guerra mondiale. Da parte 
germanica diventò presto urgente dispor- 
re di gì ice ro lo per la fabbricazione di 
esplosivi. Il blocco navale britannico im- 
pediva Timportazione dì olì vegetali, la 
materia prima comunemente usata per la 
produzione di glicerolo, Diversi anni pri- 
ma Cari Neuberg, un biochimico tedesco, 
aveva approfondito un'osservazione di 
Pasteur secondo la quale nella fermenta- 
zione alcoolica si producevano general- 
mente pìccole quantità di glicerolo. Stu- 
diando il fenomeno Neuberg scoprì che, 
aggiungendo bisolfìto di sodio al tino di 
fermentazione, si favoriva la produzione 
di glicerolo a spese dell'etanolo. Anche se 
a questa scoperta prebellica venne a) 
momento riservato un interesse pura- 
mente accademico, i tedeschi l'appi icaro- 
no ben presto nella fermentazione a livel- 
lo industriale ottenendo un rendimento di 
1000 tonnellate di glicerolo al mese. 

Da parte britannica era necessario l'a- 
cetone per la produzione di munizioni. In 



risposta a questa necessità Chaim Weiz- 
mann, un chimico di origine russa, mise a 
punto la fermentazione acetone- butanolo 
(aceton butilica) che viene attuata dal bat- 
terio anaerobico Ctostridium acetobttiyli- 
cum. (Wetzmann divenne in seguito il 
primo presidente di Israele) Alla fine del- 
la prima guerra mondiale il processo te- 
desco per la produzione del glicerolo uscì 
di scena, ma quello della fermentazione 
acetonbutilìca rimase per molti anni una 
fonte importante di acetone fino al mo- 
mento in cui fu sostituito dai processi ba- 
sati sul petrolio. È staio il primo processo 
di fermentazione su grande scala per il 
quale si sono dovuti risolvere problemi di 
contaminazione da parte di altri batteri e 
di batieriofagi (virus che infettano i batte- 
ri). Per la prima volta si dovette ricorrere 
nei fermentatori industriali a metodi di 
coltura pura, un'esperienza che doveva 
dimostrarsi preziosa negli anni quaranta 
quando ebbe inizio l'era degli antibiotici. 

Per migliaia di anni formaggio, carne e 
pane ammuffiti erano stati impiegati nella 
medicina popolare per curare le ferite. Fu 
solo, però, nel decennio 1870-1880 che 
TyndalL Pasteur e William Robens, un 
medico inglese, osservarono direttamen- 
te gli effetti antagonisti di un microrgani- 
smo su un altro. Pasteur, con la sua carat- 
teristica lungimiranza, suggerì che il fe- 
nomeno poteva avere potenzialità tera- 
peutiche. Nei successivi 50 anni si speri- 
mentarono come farmaci varie prepara- 
zioni microbiche, ma erano o troppo tos- 
siche o inattive negli animali viventi. Fi- 
nalmente nel 1928 Alexander Fleming 
notò che la muffa Penkìilium notatimi 
uccideva le colture del batterio Staphylo- 
cacca* a ure us quando, accidentalmente, 
contaminava le piastre di coltura, Dopo 
aver fatto crescere la muffa in un mezzo 
liquido e separato il fluido dalle cellule, 
egli trovò che il liquido privo di cellule 
poteva inibire molte specie di batteri. Al- 
l'ingrediente attivo del liquido Fleming 
diede il nome di penicillina, ma subito 
dopo sospese le ricerche sulla sostanza. 

Tentativi per isolare la penicillina furo- 
no fatti negli anni trenta da molti chimici 
inglesi, ma l'instabilità della sostanza fru- 
strava i loro sforzi. Nel 1939, infine, uno 
studio avviato all'Università di Oxford da 
Howard W T Florey, Ernst B. Chain e dai 
loro colleghi portò alla preparazione di 
uria forma stabile di penicillina e alla 
dimostrazione della sua notevole attività 
antibatterica prima negli animali da espe- 
rimento e poi nell'uomo. Florey e il suo 
collega Norman Heatley compresero che 
la situazione nell'Inghilterra del tempo di 
guerra non era la più adatta per lo svilup- 
po di un processo industriale per la pro- 
duzione di antibiotici e, così, nel 1941 si 
trasferirono negli Stati Uniti a cercarvi 
appoggio. Con l'aiuto del Dipartimento 
dell 'agricoltura e di molte case farmaceu- 
tiche americane la produzione di penicil- 
lina dal Penkìilium chrysogenum divenne 
presto una realtà. 

La penicillina, che segnò l'inizio dell'e- 
ra degli antibiotici, fu seguita molto pre- 
sto dalle scoperte di Selman A. Wak- 
sman, un microbiologo del suolo che la- 




Questo ritratto di Pasteur fu eseguito nel 1884 in occasione di una sua visita a Copenaghen. 
Pasteur, che morì nel 1895, ai èva a quel tempo 61 anni. La fotografia, eseguita da J. Peterseu & 
Son, è ora conservata negli archivi del Museo Pasteur che fa parte dell'Istillilo Pasteur di Parigi. 



vorava alla Rutgers University. Grazie 
alle sue ricerche si ottennero dagli atti- 
nomiceti molti antibiotici nuovi, di cui il 
più noto è la streptomicina. Da allora si è 
avuta una vera e propria proliferazione dì 
processi di fermentazione industriale e dì 
prodotti economicamente attuabili. 

"M"onosiante le diversità dei processi e 
-L^ dei prodotti microbici descritti negli 
articoli che seguono vi sono alcune carat- 
teristiche che sono condivise da tutti i 
microrganismi. Le più importanti sono le 
dimensioni molto piccole della cellula 
microbica e il rapporto relativamente ele- 
vato tra superficie e volume, il quale faci- 
lita il trasporto rapido di sostanze nutriti- 
ve entro la cellula e quindi è in grado di 
sostenere il suo elevato tasso metabolico. 
Per esempio, nei lieviti, il tasso di produ- 
zione di proteine è di diversi ordini di 
grandezza più elevato che non nella soia, 
nella quale è a sua volta dieci volte più 
elevato che non nel bestiame. Il tasso 



estremamente allodi biosintesi microbica 
consente ad alcuni microrganismi di ri- 
prodursi in soli 15 minuti. 

Gli ambienti che sostengono la vita 
microbica riflettono Tarn pia gamma di 
soluzioni attraverso le quali si è attuata 
I evoluzione dei microrganismi. Ve ne 
sono alcuni che vivono a temperature 
prossime al punto di congelamento del- 
l'acqua, altri che vivono a temperature di 
100 gradi centigradi, alcuni vivono nel- 
l'acqua dì mare, altri neiracqua dolce, 
alcuni in presenza d'aria, altri senz'aria. 
Vi sono certi microrganismi che hanno 
sviluppato cicli vitali con stadi di anima- 
zione sospesa per far fronte alla mancan- 
za di sostanze nutritive; in forma di spore 
essi rimangono inattivi per anni finché 
l'ambiente diventa più favorevole alla 
crescita delle cellule, 

Poiché i microrganismi sono capaci di 
un'ampia varietà di reazioni metaboliche, 
essi possono adattarsi a fonti diverse di 
nutrizione e questa loro adattabilità con- 
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sente di adottare per le fermentazioni 
industriali sostanze nutritive poco costo- 
se. Per esempio, le melasse e il mosto di 
mais, prodotti di scarto rispettivamente 
della cristallizzazione dello zucchero e 
della macinazione a umido del mais, pos- 
sono entrambi servire per la produzione 
della penicillina. 

Dal punto di vista industriale sono 
quattro le classi importanti di microrgani- 
smi: lieviti, muffe, batteri unicellulari e 



attinomiceti. Lieviti e muffe sono molto 
più sviluppali e insieme costituiscono il 
gruppo dei funghì. Sono organismi euca- 
rìoti, cioè le loro cellule, al pari dì quelle 
dei vegetali e degli animali, hanno un nu- 
cleo racchiuso da una membrana e con- 
tengono più di un cromosoma; hanno 
inoltre organeìli, come per esempio i mi- 
tocondri (le minuscole strutture a forma 
di salsiccia responsabili del principale 
apporto energetico alla cellula). I batteri 



unicellulari e gli attinomiceti sono invece 
procarioti; non hanno membrana nuclea- 
re, né mitocondri e hanno un solo cromo- 
soma. Inoltre le cellule dei procarioti 
sono tipicamente molto più piccole che 
non quelle degli eucarioti. Nonostante 
queste fondamentali differenze biologi- 
che vi è tra muffe e allinomiceti una ras- 
somiglianza superficiale nel senso che 
sono entrambi filamentosi, ossìa crescono 
come un sistema ramificato di ife filiformi 



e non come cellule singole. Lieviti e batteri» 
in condizioni normali, sono unicellulari. 
I prodotti di importanza commerciale 
ottenuti dà questi microrganismi rientra- 
no in quattro categorie fondamentali: ( 1 ) 
le cellule microbiche stesse; (2) le grandi 
molecole (macromolecole) come gli en- 
zimi che essi sintetizzano; (3) i loro pro- 
dotti metabolici primari (composti essen- 
ziali per la loro crescita): (4) i loro prodot- 
ti metabolici secondari (composti non 




In questa microfotog rafia elettronica fatta con la tecnica del criodeca pag- 
gio appaiono cellule di lievito in divisione. Le cellule appartengono alla 
specie Saccharomyves cerevisiac (il lievito di birra). Il campione è staio 
prima congelalo, poi fratturata; la matrice di ghiaccio è stata successiva* 
mente asportala, lasciando in rilievo il materiale da replicare. (La microfo- 



tografia elettronica è stata in effetti ripresa da una replica a pellicola sottile 
della superficie.) La fratturazione ha aperto le cellule rivelando la loro 
struttura in tema. L'area più piccola a forma di manubrio dentro quella più 
grande sempre a forma dì manubrio è il nudeo di una delle cellule mentre si 
divide. Sulla superficie della membrana nucleare sono visibili i pori. Le 



altre forme visibili nelle cellule o sono vacuoli 
(cavità sferiche >o mitocondri (organetti cellula- 
ri). La microfotografia, che ingrandisce le cellule 
di circa 21 000 diametri, è stata realizzata da H, 
Mm >r dell'Istituto federale elvetico di tecnologia. 



necessari alla loro crescita). In genere i 
metaboliii primari e secondari di interes- 
se commerciale hanno un peso molecola- 
re abbastanza basso: meno di 1 500 dal- 
ton, mentre il peso molecolare di un en- 
zima può andare da 10 000 a parecchi 
milioni di dahon. 

T e cellule microbiche hanno due applica- 
" zioni importanti dal punto di vista 
commerciale; la prima, come fonte di pro- 
teine soprattutto per l'alimentazione de- 
gli animali. Comunemente ci si riferisce a 
questo prodotto come a proteine unicellu- 
lari, anche se in realtà è costituito dairin- 
tera cellula microbica di cui la proteina è il 
componente principale, 

Le cellule microbiche sono utilizzate 
anche per ottenere le conversioni biologi- 
che, processi in cui un composto viene 
trasformato in un composto struttural- 
mente affine per mezzo di uno o più en- 
zimi forniti dalle cellule. Le conversioni 
biologiche, note anche come trasforma- 
zioni microbiche, possono essere effet- 
tuate da cellule in accrescimento, da cellu- 
le a riposo o anche da cellule essiccate 
(disidratate). Potendo attuare quasi tutti i 
tipi di reazione chimica, i microrganismi 
presentano molti vantaggi rispetto ai rea- 
genti chimici. Per esempio, molle reazioni 
chimiche non biologiche richiedono una 
considerevole quantità di energia per 
scaldare o raffreddare il recipiente di rea- 
zione; inoltre queste reazioni si svolgono 
generalmente in solventi e sono necessari 
catalizzatori inorganici. Solventi e cata- 
lizzatori possono essere entrambi inqui- 
nanti. Infine, molte reazioni chimiche non 
biologiche danno origine a sottoprodotti 
indesiderati che devono essere rimossi 
con una fase successiva di purificazione, 

A differenza della maggior parte delle 
reazioni chimiche non biologiche, le con- 
versioni biologiche procedono a tempera- 
ture biologiche e nell'acqua come solven- 
te* Spesso le cellule possono essere im- 
mobilizzate su una struttura di supporto 
per ottenere la lavorazione in continuo. 
Un altro pregio importante delle conver- 
sioni biologiche è la loro specificità: un 
enzima generalmente catalizza solo un 
tipo di reazione in un sito specifico della 
molecola del substrato. Si può anche farsi 
che l'enzima scelga, da un miscuglio di 
forme, un isomero, ossia una particolare 
forma molecolare di un composto, per 
produrre un singolo isomero del prodot- 
to. Queste caratteristiche spiegano gli 
elevati rendimenti tipici delle conversioni 
biologiche, i quali possono raggiungere il 
100 per cento, 

La conversione biologica dell'etanolo 
in una soluzione diluita di acido acetico 
(aceto) veniva praticata in Babilonia ver- 
so il 5000 a,C. Altre importanti conver- 
sioni biologiche trasformano Tisopropa- 
nolo in acetone, il glucosio in acido gluco- 
nico e il sorbitolo in sorbosio, (Quest'ul- 
tima reazione è l'unico passaggio biologi- 
co nella preparazione altrimenti non bio- 
logica dell'acido ascorbico, la vitamina 
C.) Nell'industria farmaceutica conver- 
sioni biologiche importanti sono quelle 
che riguardano la produzione di steroidi. 



Più recentemente, nella produzione di 
penicillina semisintetica è stato possibile 
sostituire una reazione chimica che dà 
origine a inquinanti con una conversione 
biologica non inquinante, 

Gli enzimi sono le macromolecole più 
versatili prodotte dai microrganismi. 
Questi catalizzatori biologici sono impor- 
tanti nell'industria alimentare e chimica 
per la loro specificità, efficienza e potenza 
in condizioni di temperatura e di acidità 
moderate. Sebbene gli enzimi siano tradi- 
zionalmente estratti dalle piante e dagli 
animali, sono prodotti sempre in maggior 
misura da microrganismi data la facilità 
con cui sì può disporre di questi ultimi e se 
ne può migliorare il rendimento manipo- 
lando o i geni o l'ambiente dei microrga- 
nismi stessi. Inoltre, nella produzione 
microbica dì enzimi, i tempi dì fermenta- 
zione sono brevi, i terreni di coltura non 
sono costosi e i procedimenti di screening 
sono semplici, 

Nella biosintesi degli enzimi è spesso 
necessario sfruttare o evitare certi 
meccanismi regolatori che si sono evoluti 
nell'arco di milioni di anni per impedire la 
sovraproduzione di enzimi e dei loro pro- 
dotti, Per esempio, la produzione di un 
enzima può essere aumentata di un fatto- 
re 1000 aggiungendo, alla vasca di fer- 
mentazione, una speciale sostanza indut- 
trice. L'induttore può essere sia il substra- 
to su cui l'enzima agisce sia un composto 
strutturalmente simile al substrato. La 
produzione di un enzima è qualche volta 
repressa da un meccanismo naturale di 
retroazione associato al prodotto finale 
della via metabolica in cui l'enzima agi- 
sce; si può evitare la repressione limitan- 
do I" accumulo nella cellula di quel parti- 
colare prodotto finale. Un altro impor- 
tante tipo di repressione, noto come re- 
pressione catabolica, viene evitato sosti- 
tuendo rapidamente le fonti utilizzate di 
carbonio e di azoto (glucosio e ammonia- 
ca) con altre sostanze nutritive, come 
amido o farina di soia, che vengono con- 
sumate più lentamente, 

Oltre agli enzimi, altre macromolecole 
commercialmente importanti e che pos- 
sono essere prodotte da microrganismi 
sono i polisaccaridi (molecole a lunga ca- 
tena consistenti di unità zuccherine che si 
ripetono), Per anni la fonte principale di 
polisaccaridi per l'industria sono stati i 
vegetali, in special modo le alghe. Recen- 
temente, però, si è assistito a un fiorire di 
interesse per i polisaccaridi prodotti da 
microrganismi. Delle migliaia di polisac- 
caridi che possono essere prodotti micro- 
bicamente il più noto è lo xantano, che si 
ottiene dal batterio Xanihomonas campe- 
.siris. Questa sostanza colloidale viene 
aggiunta a molti cibi per la sua azione 
stabilizzante e addensante e l'industria 
petrolifera comincia a includerla come 
ingrediente nei fanghi di trivellazione. 
Tra le altre importanti macromolecole 
che si possono ottenere dai microrganismi 
vi sono i principi attivi dei vaccini e degli 
insetticidi. 

Per produrre commercialmente, me- 
diante fermentazione, i me t aboliti prima- 
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ri, bisogna evitare i meccanismi regolatori 
che dirigono la sìntesi degli enzimi e la 
loro attività nei microrganismi. Questi 
meccanismi si sono evoluti per regolare le 
reazioni enzimatiche, dato che* general- 
mente, è dannoso, per un organismo in 
natura, avere una sovraproduzione di 
metaboliti interni Se ciò avviene, l'orga- 
nismo si limita semplicemente a sece mer- 
li nell'ambiente perché altri organismi li 
consumino. A parità di condizioni, il mi- 
crorganismo sovraproduttore si trova 
svantaggialo da un punto di vista compe- 
titivo e generalmente non sopravvive. In 
natura» però, le condizioni non sono sem- 
pre le stesse e quindi alcuni microrgani- 
smi riescono a sopravvivere nella loro 
nicchia ecologica anche se il loro metabo- 
lismo è in una cena misura meno regolato 
di quello degli altri microrganismi, ] ceppi 
meno regolati sono i più ricercali da parte 
dei microbiologi nei programmi dì scree- 
ning su grande scala. Una volta che un 
microrganismo leggermente sregolato sia 
portato in laboratorio, il microbiologo 
tenta di sfruttare o di evitare i meccanismi 
naturali di regolazione manipolando o la 
nutrizione o la genetica della coltura. 

Per l'industria della fermentazione, i 
più importanti metaboliti primari 
sono gli amminoacidi, i nucleotidi purini- 
ci, le vitamine e gli acidi organici. L'acido 
citrico, per esempio, è prodotto da muffe 
quando si crea uno squilibrio nutritivo 
con la limitazione di certi minerali, come 
ferro e manganese. Nella maggior parie 
dei processi industriali, per ottenere ele- 
vali livelli di formazione di metaboliti, si 
combinano manipolazioni genetiche e 
ambientali. Risultati notevoli si sono avu- 
ti con la sovraproduzione di riboflavina 
(vitamina B2) da parte della muffa Ash- 
byagossypii pari a 20 000 volte la produ- 
zione normale e la sovraproduzione di 
cofoalammina (vitamina 812) da parte dei 
batteri Propìomhacterìum shermaniì e 
Pseudomonas demmfìcans pari a 50 000 
volle la produzione normale. 

Di lutti i prodotti tradizionalmente ot- 
tenuti per fermentazione i più importanti 
per la salute dell'uomo sono i metaboliti 
secondari. Questo gruppo comprende 
non solo gli antibiotici, ma anche tossine, 
alcaloidi e fattori di crescila delle piante. 
La loro struttura è molto varia; ognuno di 
essi è prodotto da una sola specie micro- 
bica o da un piccolo numero di specie e 
sono spesso formati da un miscuglio di 
sostanze strettamente coìlegate. In natura 
servono alla sopravvivenza delle specie, 
ma quando t microrganismi che Ji produ- 
cono sono fatti crescere in colture pure, i 
metaboliti secondari non hanno più que- 
sta funzione. 

I più noli metaboliti secondari sono gli 
antibiotici. Ne sono stati scoperti già più 
di 5000 e se ne stanno scoprendo ancora a 
un tasso di circa 300 all'anno. Per la mag- 
gior parte sono inutili nel senso che per gì i 
organismi viventi o sono tossici o sono 
inattivi. Per qualche ragione sconosciuta 
gli atttnomiceti sono straordinariamente 
prolifici nella quantità di antibiotici che 
possono secernere; circa il 75 per cento di 



tutti gli antibiotici sono infatti ottenuti da 
questi procarioti filamentosi e di questi il 
75 per cento è a sua volta prodotto da un 
singolo genere: Streptomyces. 

Nonostante gli antibiotici noti siano 
molti, se ne continua a cercare di nuovi. 
Sono necessari, infatti, per combattere sia 
gli organismi resistenti per natura sia 
quegli organismi che hanno acquisito la 
resistenza per mutazione; sono necessari 
anche per produrre farmaci più sicuri, I 
chimici lavorano costantemente per mo- 
dificare le strutture naturali scoperte dai 
microbiologi e questi antibiotici semisin- 
tetici hanno già un'importante funzione 
nella pratica clinica, oltre che in altri cam- 
pì: per esempio, per favorire la crescila 
degli animali da allevamento e nel proteg- 
gere le piante da microrganismi dannosi. 

Il fattore più importante nel mantenere 
l'industria della fermentazione produtti- 
va e competitiva rispetto all'industria 
chimica non biologica è la mutazione. Il 
microbiologo industriale può trattare un 
microrganismo con un agente mutageno 
che aumenta la frequenza di variazioni 
nei geni delle cellule di molti ordini di 
grandezza, Nonostante le mutazioni ge- 
netiche siano generalmente dannose al- 
l'organismo, qualche volta sono benefi- 
che per l'uomo. Il microbiologo è spesso 
in grado di identificare queste variazioni 
(per esempio un aumento nella produzio- 
ne di antibiotico) con opportuni procedi- 
menti di screening e può conservarle in- 
definitamente. Di conseguenza, gli attuali 
ceppi industriali di PenkiUium chrysoge- 
num possono produrre una quantità di 
penicillina per unità di volume di brodo 
1 000 volte superiore a quella prodotta 
dalla coltura originale di Fleming. 

1 mutanti inoltre producono occasio- 
nalmente un antibiotico modificato che 
presenta proprietà migliori. Sebbene 
questo risultato sia generalmente dovuto 
al caso, i microbiologi hanno di recente 
messo a punto una tecnica chiamata bio- 
sintesi mutazionale per mezzo della quale 
si possono ottenere nuovi antibiotici in 
modo più razionale. 

Nonostante i risultati raggiunti in cam- 
po industriale dal metodo mutageno 
siano buoni, si tratta tuttavia di un proce- 
dimento lento e che richiede molta accu- 
ratezza. Negli ultimi anni i progressi com- 
piuti nella genetica microbica sono stati 
cosi rapidi e sconvolgenti da creare una 
serie interamente nuova di opzioni per 
l'industria della fermentazione. Queste 
opzioni comprendono la fusione dei pro- 
to pi asti, l'amplificazione dei geni e la tec- 
nologia del DNA ricombinante. In natura 
le variazioni genetiche possono avere ori- 
gine non soltanto per mutazione, ma an- 
che per ricombinazione genetica tra due 
cellule di genotipo differente, creando 
una progenie che ha i geni di entrambi i 
genitori. Fino a poco tempo fa questo 
fenomeno non è stato mollo sfruttato in 
campo industriale a causa del la frequenza 
estremamente bassa della rieombi nazio- 
ne genetica nei ceppi industriali di cellule 
microbiche. Per esempio, l'incrocio di 
due ceppi della stessa specie di Sirepto- 



myces dà origine a una sola cellula ricom- 
binante su un milione di cellule non ri- 
combinanti. 

Con la nuova tecnica di fusione dei pro- 
toplasti vengono però rimosse le pareti 
cellulari di ciascun tipo, vengono mischia- 
ti i protoplasti così ottenuti e si permette 
al prodotto della fusione di rigenerare la 
parete cellulare. Questo procedimento 
porta a un aumento notevole della fre- 
quenza della ricombinazione genetica con 
il risultato che molte specie di Streptomy* 
ces danno origine, dopo l'incrocio, ad 
almeno una cellula ricombinante su cin- 
que. L'aumento nella frequenza di ri- 
combinazione rende anche possibile ri- 
scontrare la ricombinazione genetica tra 
specie differenti. La fusione dei protopla- 
sti viene ora sfruttala per ricombinare 
mutanti a lenta crescita, ma ad alta pro- 
duttività, con i loro predecessori a crescita 
elevala per ottenere ceppi a crescita ele- 
vata e alta produttività; per ricombinare 
parecchi mutanti ad alta produttività a 
partire da un singolo trattamento muta- 
geno oppure per separare trattamenti 
diversi al fine dì ottenere una combina- 
zione additiva, o forse addirittura sinergi- 
ca, di mutazioni a produzione migliorata; 
per produrre inoltre nuovi antibiotici 
ibridi unendo ceppi strettamente correlati 
che producono antibiotici differenti. 

L'amplificazione genica è un altro me- 
todo di manipolazione genetica con un 
grande potenziale per la microbiologia 
industriale. Con questa tecnica t geni sono 
amplificati, o duplicati, forzando i pia- 
smidi che li portano a riprodursi rapida- 
mente. (I plasmidi sono piccoli frammenti 
circolari di DNA extracromosomico, che 
portano da due a 250 geni e che possono 
esistere o autonomamente nel citoplasma 
di una cellula o come parte integrativa del 
cromosoma.) Quando sono allo stato 
autonomo, i plasmidi generalmente si ri- 
producono o allo stesso tasso o a un tasso 
più elevato dei cromosomi. Nonostante 
normalmente vi siano dalle due alle 30 
copie di un plasmide per cellula, i plasmi- 
di possono essere forzali a riprodursi mol- 
to più velocemente del DNA cromosomi- 
co, producendo fino a 3000 copie di pla- 
smile per cellula. 

La tecnica dell'amplificazione genica è 
stata largamente impiegata in batteri 
come Escherichia coli In teoria è ora pos- 
sìbile trasferire qualsiasi gene cromoso- 
mico (o grappolo di geni) a un plasmide e 
amplificare il gene portando la produzio- 
ne della proteina per la quale il gene codi- 
fica a livelli molto alti. Quasi tulle le spe- 
cie batteriche contengono plasmidi. e così 
gli eucarioti e i lieviti. Per l'industria della 
fermentazione è molto importante che 
virtualmente tutte le specie che produco- 
no antibiotici contengano plasmidi che 
incorporano o i geni strutturali per la pro- 
duzione di antibiotici o i geni che regola- 
no l'espressione di tali geni. 

Oltre ai plasmidi, anche i batteriofagi 
possono servire per trasferire e amplifica- 
re i geni. Grazie all'introduzione delle 
tecniche di amplificazione dei geni, si ot- 
terranno nuovi processi per la produzione 
di enzimi e di metaboliti primari dato che 
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Il processo dei fanghi attivi impiega una complessa popolazione di 
microrganismi per la purifica/ione e la degradazione degli scoli e dei 
rifiuti industriati. In questa fotografia aerea verticale, ripresa da un'al- 



tezza di circa 1500 metri, è visibile un grande impianto di tratta- 
mento dei rifiuti basato su questo processo, a sud-ovest di Chicago, 
sull'argine del Chicago Sanìian and Strip Canal, ti nord è a sinistra. 
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molti degli enzimi che codificano per i 
geni strutturali della biosintesi dei meta- 
boliti primari sono raggruppati sui cro- 
mosomi dei batteri. Il trasferimento di 
questi #operonU al DNA dei plasmidi o 
dei batteriofagi, seguito dall'amplifica- 
zione dei geni, potrebbe produrre nuovi 
microrganismi industriai l 

I risultali ottenuti con la ricombinazione 
artificiale del DNA, di cui molto si è 
parlato e scritto, avranno evidentemente 
un grande impatto sulla microbiologia 
industriale dei prossimo decennio. La rì- 
combinazione genetica è un mezzo per 
aumentare la diversità dei microrganismi; 
si tratta di mettere assieme dell'informa- 
zione genetica per formare nuove combi- 
nazioni stabili e quindi creare nuovi geno- 
tipi. In natura, la ricombinazione genetica 
avviene tra organismi della stessa specie o 
di specie strettamente correlate, Tutti gli 
organismi hanno enzimi noti come endo- 
nucleasi di restrizione che riconoscono il 
DNA estraneo e lo distruggono cosi che 
non sì ha ri co m binazione «illegittima», 
Nel 1973 si scopri che è possibile tagliare 
le molecole di DNA con enzimi dì restri- 
zione, congiungere i pezzi di DNA con un 
altro enzima (DNA-ligasi) e reintrodurre 
il DNA ricombinante in Exoiì con l'aiuto 
di un plasrnideche funge da vettore. Subi- 
to dopo i geni del plasmide provenienti da 
specie batteriche non correlate vennero 
ricombinati in provetta ed espressi in 
E .coli Successivamente si trovò che il 
DNA di un eucariota (un lievito) poteva 
esprimersi in un batterio. Da allora, molti 
geni di mammìfero, compresi quelli uma- 
ni, sono stati clonati: copiati in gran nu- 
mero per moltiplicazione del batterio in 
cui erano stati introdotti. Le preoccupa- 
zioni iniziali circa la sicurezza di questi 
procedimen t i non appaiono pi ù gi ust if ica- 
te alla luce delle ultime ricerche. 

Attualmente i batteri producono molte 
proteine che non producevano in natura; 
le più note sono l'insulina e l'interferone* 
L'insulina prodotta dai batteri si e dimo- 
strata attiva e sicura per l'uomo e l'inter- 
ferone prodotto con la tecnologia del 
DNA rìcombinante si sta sperimentando 
nei pazienti, Prendendo ad esempio l'in- 
terferone è facile apprezzare la capacità 
della tecnologia del DNA ricombinante 
nel produrre molecole proteiche a costi 
ragionevoli; prima che l'interferone fosse 
prodotto dai batteri, 50 milligrammi di 
materiale molto impuro costavano circa 2 
milioni di dollari: in futuro l'interferone 
prodotto dai batteri verrebbe a costare 
non più di qualche centesimo di dollaro 
per milligrammo di materiale puro. Il 
DNA ricombinante sarà sfruttato per 
produrre ormoni, analgesici e vaccini e 
questi prodotti avranno un grado dì pu- 
rezza superiore di quelli ottenuti con le 
tecnologie precedenti. 1 processi tradi- 
zionali di fermentazione, particolarmente 
quelli dell'industria degli enzimi, verran- 
no notevolmente migliorati dall'applica- 
zione della tecnologia del DNA ricombi- 
nante. È probabile che la nuova tecnolo- 
gia soppianti molti processi produttivi 
chimici ad alto consumo energetico e mol- 



to inquinanti, È già applicata allo svilup- 
po di nuovi ceppi batterici che converti- 
ranno la biomassa agricola e forestale in 
combustìbili liquidi e sostanze chimiche. 
Lo studio della ricombinazione geneti- 
ca negli organismi superiori ha portato 
anche un grosso contributo allo sviluppo 
detrimmunologia, Nel 1975 Georges 
Kohler e Cesar Milstein del British Medi- 
cai Research Council Laboratory of Mo- 
lecular Biology di Cambridge hanno fuso 
un mieloma (una cellula tumorale cuta- 
nea) di topo con un globulo bianco pro- 
duttore di anticorpi ottenendo un «ibri- 
doma*?, ossia una cellula ibrida, che creb- 
be in provetta e produsse un anticorpo 
specifico puro, Mai prima di allora erano 
stati prodotti anticorpi monoclonali puri; 
ricercatori e clinici dovevano basarsi su 
miscugli impuri di anticorpi in siero ani- 
male per fornire protezione immunologi- 
ca contro le malattie, Ora sono commer- 
cialmente disponibili diversi anticorpi 
monoclonali. 

La microbiologia industriale è eccitante 
J anche in molte altre aree, Per esem- 
pio, si studia la fisiologia delle cellule de- 
gli organismi superiori in vista di poter 
sfruttare queste cellule per produrre me- 
taboliti vegetali e animali. Con colture di 
cellule vegetali sono stati ottenuti alcuni 
metaboliti secondari, ma la relativa tecno- 
logia non è ancora sfruttabile commer- 
cialmente. Facendo crescere colture dì 
cellule animali su «perline» microscopi- 
che (chiamate mieroponatori o microcar- 
rier) è stato possibile produrre l'interfe- 
rone e altre proteine di mammifero. Col- 
ture di questo tipo hanno consentito di 
aumentare di moìto il rapporto tra area 
superficiale e volume di fluido per cellule 
che, per crescere, devono essere attaccale 
a una superficie. Sono già in corso tentati- 
vi per commercializzare le colture su mi- 
croportatori. 

Dall'ingegneria genetica dovrebbero 
derivare importanti progressi in campo 
agricolo, come la sostituzione dì fertiliz- 
zanti azotati sintetici con microrganismi 
azotofissatori naturali, di cui sia stata po- 
tenziata l'efficienza. Già si vedono pro- 
gressi nel tentativo di stabilire una rela- 
zione sinergica tra i batteri azotofissatori 
allo stato libero e le piante, come il mais. 
Con questo metodo i ceppi à\ Azotobacier 
vi nel and ii che espellono ammoniaca for- 
niscono alle piante azoto fissato e le pian- 
te forniscono carbonio ai batteri 

Una nuova metodologia farmaceutica 
consiste nel ricorrere a metaboliti secon- 
dari per malattie che non sono causate da 
batteri o da funghi. Per anni i principali 
farmaci disponibili per il trattamento di 
malattie non infettive sono stati solo pro- 
dotti sintetici preparati dai chimici, Ana- 
logamente, i principali agenti terapeutici 
per il trattamento di malattie parassitarie 
negli animali sono stati ottenuti con lo 
screening di composti sintetizzati chimi- 
camente e con la modifica della loro strut- 
tura molecolare. Nonostante siano stati 
sperimentati migliaia di composti, solo 
pochi si sono rivelati promettenti. Man 
mano che la scoperta di composti nuovi 



diventa più difficile, i vuoti vengono col- 
mati da prodotti microbici. 

Un'altra applicazione dell'attività mi- 
crobica si ha nel campo della purificazio- 
ne e degradazione delle acque di scolo e 
dei rifiuti industriali. L'utilità dei micror- 
ganismi nel trattamento dei rifiuti è stata 
riconosciuta fin dal 1914, quando fu svi- 
luppato per la prima volta il processo dei 
fanghi attivi. Questo processo dipende da 
una popolazione complessa di microrga- 
nismi che si formano naturalmente per la 
capacità di ciascun organismo di degrada- 
re un costituente del materiale di rifiuto e 
di coesistere con gli altri in un sistema 
nutritivo complementare, ti passo succes- 
sivo fu quello dì arricchire i ranghi inocu- 
landovi il miscuglio desiderato di micror- 
ganismi, Attualmente sono disponibili 
colture pure di un singolo microrganismo 
per degradare composti specifici presenti 
nei rifiuti industriali come ad esempio i 
PCB (difenili policloruraii). 

Le fuoriuscite accidentali di petrolio e 
lo scarico della zavorra o di acque di la- 
vaggio dalle petroliere sono altri proble- 
mi di vasta portata che la microbiologìa 
può essere in grado di risolvere, Sono stati 
isolati molti microrganismi che sono in 
grado di consumare i componenti del pe- 
trolio. Ceppi di una di queste specie bar- 
t eriche, Psetidomonas putida, portano 
geni di plasmidi che codificano per enzimi 
capaci di degradare diversi componenti 
del petrolio. Per mezzo dell'ingegneria 
genetica è stata combinata in un unico 
ceppo la capacità di degradare i vari com- 
ponenti. Questo ceppo a più plasmidi 
degrada il petrolio più velocemente di 
qualsiasi altro ceppo originale, 

Certi microrganismi sono alla base di 
un processo metallurgico che sì pensa ri- 
salga ai romani: la lisciviazione batterica 
di minerali di qualità inferiore per estrar- 
ne i metalli. Oggi il rame e ['uranio sono 
commercialmente lisciviati da batteri, 
soprattutto del genere Thìobaciìtus. Sono 
in corso ricerche anche su nuovi metodi dì 
lisciviazione batterica, tra cui lo studio di 
microrganismi (compresi l funghi) resi- 
stenti airacido e a! calore per le loro capa- 
cità estrattive; lo studio dei meccanismi 
che sono alla base dell'affinità dei batteri 
per i metalli; la manipolazione genetica 
dei batteri per aumentarne la resistenza 
alla tossicità dei metalli. 

Ripercorrendo la storia e lo stato attuale 
della microbiologia industriale siamo colpi- 
ti da un tema che si ripete: i rapporti reci- 
procamente benefici tra ciò che chiamiamo 
ricerca di base e la ricerca applicata. Un 
secolo fa, le ricerche eminentemente prati- 
che di Pasteur portarono al consolidamento 
della microbiologia, dell'immunologia e 
della biochimica. Molto più tardi la scoper- 
ta degli antibiotici da parte di ricercatori di 
microbiologia applicata fornì strumenti 
fondamentali per lo sviluppo della biologia 
molecolare. E ora la ricerca di base nella 
genetica dei microrganismi ha ricambiato il 
favore fornendo un insieme dì nuove tecni- 
che all'industria. Pensiamo che questa si- 
nergìa tra scienza e tecnologia sia la chiave 
di ulteriori progressi nel campo della mi- 
crob io logi a indù si ria 1 e . 




I batteri sono sfruttati su vasta scala per estrarre alcuni metalli da 
minerali di qualità inferiore. Queste due fotografìe, per esempio, mo- 
strano operazioni di lisciviazione batterica in due grandi miniere di 
rame a cielo aperto negli Stati Uniti sudoccideMalì» La fotografia aerea* 
in alto» dà una visione globale dell'intero sito minerario a Santa Rita 
(New Mexico); la miniera stessa è sullo sfondo mentre in primo piano, a 
destra, si vedono le discariche di lisciviazione. La fotografili in basso è 
una ripresa ravvicinata di una discarica di lisciviazione in un sito mine- 
rario analogo a Bìngham Canyon (Utah); la soluzione lisciviata viene 
riciclata da una schiera dì spruzza fori rotanti. I batteri, soprattutto del 



genere Thìohaciltus, contribuiscono a ir operazione di lisci viari one 
convertendo il ferro in vari composti, dalla forma ferrosa a quella 
ferrica. Il ferro ferrico, un agente ossidante efficace, svolge a questo 
punto due utili funzioni: ossida la pirite trasformandola in acido solfori- 
co, mantenendo cosi elevato il grado di aridità della soluzione di 
lisciviazione, e ossida i solfuri di rame insolubili producendo solfati dì 
rame solubili che migrano in soluzione fino al fondo della discarica dove 
si raccolgono in bacini. La soluzione è periodicamente pompata agli 
impianti dove viene recuperato il rame. Nella lisciviazione possono essere 
coinvolti anche più di un milione di ball eri per grammo di minerale. 



24 



25 




PMJ 




I microrganismi 
d'importanza industriale 

A lieviti, muffe, batteri e attinomiceti (batteri filamentosi) 
si affiancano oggi anche cellule di mammifero in coltura e 
«ibridomi» creati dalla fusione di due diverse linee cellulari 

di Herman J. Phaff 



I microrganismi che sintetizzano pro- 
dotti utili per l'uomo rappresentano 
al massimo alcune centinaia di specie 
rispetto alle oltre centomila che esistono 
in natura. La loro utilità nella fabbrica- 
zione della birra, nella produzione del 
vino e nella lievitazione del pane fu sco- 
perta quasi per caso. I lieviti che trasfor- 
mano I "infuso di malto, il mosto d'uva e 
l'impasto dì pane sono organismi diffusi 
un po' dovunque, così come i batteri che 
fanno inacidire il latte e le muffe da cui 
dipende il carattere individuale dei diffe- 
renti tipi di formaggi. A questi tre gruppi 
di microrganismi (lieviti, muffe e batteri) 
che hanno applicazioni industriali, va ag- 
giunto un quarto gruppo, quello degli at- 
tinomiceti che vivono nel suolo, batteri 
filamentosi il cui valore come fonte di 
antibiotici è stato riconosciuto solo a par- 
tire dagli anni quaranta. A tutti questi 
organismi devono oggi essere aggiunte 
cellule che non vivono libere in natura, 
ma che producono sostanze utili nella 
diagnosi e nella cura di certe malattie: le 
cellule di mammifero coltivate in vitro. 

Non esiste alcun metodo a portata di 
mano per classificare i microrganismi in 



MUFFE 




LIEVITI 



utili e in non utili. Tutti sono utili nel 
senso che aiutano a riciclare le molecole 
del mondo organico. In questo ruolo non 
sono solo utili, ma indispensabili. Un 
numero considerevole di microrganismi, 
invece, è dannoso per animali e piante. 
Tuttavia, di norma, nella grande maggio* 
ranza dei casi, i microrganismi sono inno- 
cui, Quei pochi che sono stati riconosciuti 
utili per applicazioni industriali hanno 
valore semplicemente perché elaborano 
una sostanza pregiala che non è ottenibi- 
le, né facilmente né a buon mercato, in 
alcun altro modo. In alcuni casi, le cellule 
microbiche vengono coltivate perché 
sono di immediata utilizzazione: è questo 
il caso, per esempio, della produzione di 
lievito da panificazione. Più spesso, il 
prodotto desiderato è una sostanza meta- 
bolica, come l'alcool etilico o etanolo. 

La maggior parte dei batteri è costituita 
da piccoli organismi unicellulari, che mi- 
surano solo un micrometro (un milione- 
simo di metro) o pochi micrometri. An- 
che i lieviti sono perlopiù unicellulari, ma 
sono più grossi, misurando in genere dai 
6 ai 12 micrometri. Le muffe sono, inve- 
ce, pluricellulari e, mentre le loro sin- 



1 Penìcìtìium chrysog&num 

2 Monascus purpurea 

3 Peniotlium rtotatum 

4 Àspergiilvs nìger 

5 Aspergiìfus oryzae 

1 Saccharomyces cerevistae 

2 Candida utìtts 

3 Aureobasìdium puttulans 

4 Trtchospororì cutarteum 

5 Saccharomycopsis capsutans 

6 Saccharomycopsìs Upoìytica 

7 Hanseniaspora guitiìermondii 

8 Hansenula e ap Bufala 

9 Saccharomyces carisbergensts 
10 Saccharomyces rouxtì 

1 ) Rhodotorula rubra 

12 Phafiìa rhodozyma 

13 CryptQcoccus laurentif 

U Metschrvkowia puicherrima 
75 Rhodotorula pallida 



gole cellule sono piccole (raramente su- 
perano i 25 micrometri lungo la dimen- 
sione maggiore), la loro massa complessi* 
va è visibile a occhio nudo. I funghi dotati 
di riproduzione sessuale possono avere 
corpi fruttiferi (come i funghi mangerecci 
e i tartufi) di notevoli dimensioni, costi- 
tuiti da miliardi di cellule. 

I microrganismi si suddividono nor- 
malmente in due grandi gruppi: i proca- 
rioti e gli eucarioti. I primi, considerati i 
più primitivi dei due, hanno un unico 
cromosoma circolare, fatto di un duplice 
filamento di DNA e non delimitato in 
seno al citoplasma- I secondi, molto più 
grossi dei procarioti* hanno perlomeno 
due cromosomi (e in alcune specie più di 
venti), racchiusi in un involucro nucleare 
con una duplice membrana porosa. Que- 
sti cromosomi degli eucarioti sono lineari 
e intimamente associati con la classe di 
proteine note come istoni. I batteri sono 
procarioti; lieviti e funghi eucarioti. 

Per crescere e molitplicarsi i microrga- 
nismi svolgono una notevole varietà 
di processi metabolici necessari per rica- 
vare energia e nuovo materiale cellulare. 



Muffe e Lieviti sono microrganismi die forma- 
no strutture visibili e spesso colora te , quando si 
posano, o vengono deposti, su un terreno col- 
turale adatto. Nella fotografìa della pagina a 
fronte, colture pure dì parecchie muffe (in 
atto) e di numerosi lieviti (in bassa) compaio- 
no dopo otto-dieci giorni dalla loro inoculazio- 
ne su agar in piastre di Peiri. Le mappe a 
sinistra permettono di identificare le cinque 
muffe e t quindici lieviti. Quattro muffe ti , l f 4. 
e 5) e cinque lieviti (ì ,2,6,9 e ì&) forniscono 
prodotti d'importanza commerciale, inclusi la 
birra* l'acido citrico, vari enzimi* antibiotici, il 
saké, la salsa di soia e proteine di origine mi- 
crobica (si veda fa figura a pagina 3K) , Uno dei 
fi eviti, il 12 (Phaffia rhodozymaL viene oggi 
analizzato per vedere se può servire come inte- 
gratore del mangime per pesci allevati in vivai, 
la cui carne tende a essere bianca. 11 lievito 
sintetica, infatti* un carotenoide, Tastaxanti- 
na, che fa variare il colore della carne, por- 
tandola alla tonalità normale, a rancio- rosata. 
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I microrganismi procarioti d'importanza industriale stimi qui rappresentati da numerosi batteri 
della specie Baci ti us brevi$ y che sintetizzano l'antibiotico gramicidina S. La mi crof otografia al 
microscopio elettronico a scansione, che ingrandisce i batteri di 9500 diametri, è stata scattala da 
Erika A* Hurtwiep della Electron Microscopi Facilita dei Massachusetts Insfituie of Technology, 




I microrganismi eu canuti d'importanza industriale sono rappresenta tu in questo caso, dalle ite, o 
filamenti* della muffa Ccphatosporium acremonium, che sintetizza l'antibiotico cefalosporina. Il 
loro rigonfiamento coincide con la fase di elevata produzione dell'intero organismo. La microfo- 
tografia, che fornisce un ingrandimento di 700 diametri, è stata anch'essa scattata dalla Hartwieg. 



Alcuni sono in grado di svolgere attività 
fotosintetica, utilizzando l'energia lumi- 
nosa per trasformare l'anidride carbonica 
presente nell'aria e l'idrogeno dell'acqua 
in materiale cellulare organico, così come 
fanno le piante superiori. Nessuno dei 
comuni microrganismi d'importanza in- 
dustriale, però, è dotato di attività foto- 
sintetica. Una eccezione, per la quale l'in- 
teresse è però in gran parte scaduto, è 
costituita da certe specie di alghe, che fino 
a pochi anni fa erano considerate promet- 
tenti come fonte di proteine alimentari. 1 
comuni microrganismi d'importanza in- 
dustriale, invece, hanno bisogno per ac- 
crescersi di substrati organici, 

I microrganismi si possono suddividere 
in base alle loro esigenze ambientali in tre 
gruppi. In un gruppo vi sono gli aerobi 
stretti, che possono metabolizzare e ac- 
crescersi solo in presenza di ossigeno 
atmosferico. Nel secondo gruppo, vi sono 
gli anaerobi stretti, che non solo metabo- 
lizzano e si accrescono in assenza di ossi- 
geno libero, ma che sarebbero addirittura 
danneggiati dall'ossigeno libero. Nel ter- 
zo gruppo sono inclusi gli organismi facol- 
tativi, che sono in grado di far passare il 
loro apparato metabolico da una condi- 
zione aerobia (respiratoria) a una condi- 
zione anaerobia (fermenta Uva), in fun- 
zione dell'ambiente nel quale si trovano. 
Tra gli aerobi stretti si annoverano gli 
streptomieeti procarioti (fonte di antibio- 
tici) e la maggior parte dei funghi elicano- 
ti filamentosi (importanti nella produzio- 
ne di formaggi e di cibi fermentati). Gli 
anaerobi stretti sono rappresentati da 
membri del genere batterico Chat ridi uni, 
tra cui C. botulinum, fonte della tossina 
che provoca il botulismo, è un esempio 
ben noto. I lieviti d'importanza industria- 
le, che possono o respirare o far fermen- 
tare certi substrati, sono organismi facol- 
tativi. 

IL metabolismo anaerobio ha un'effi- 
cienza sempre inferiore a quella della re- 
spirazione in quanto la fermentazione 
non sfrutta tutta l'energia presente nel 
substrato organico (per esempio negli 
zuccheri) per produrre il combustibile 
universale della cellula (il composto noto 
come ade nosin tri fosfato o ATP) e, in ul- 
tima analisi, la materia stessa della cellula 
vivente. Alcuni substrati potenziali ven* 
gono escreti dalle cellule sotto forma di 
prodotti di degradazione, che potrebbero 
essere ulteriormente ossidati in anidride 
carbonica e acqua. I prodotti della fer- 
mentazione, come l'alcool etilico prodot- 
to dal lievito, non possono venir metabo- 
lizzati ulteriormente dall'organismo che li 
ha prodotti, in condizioni anaerobie. 

I tipi di vie biochimiche fermentative, 
che conducono a prodotti utili (e pertanto 
incompletamente metabolizzati), sono 
variabili. Esse possono appartenere a due 
tipi generali; quello omofermentativo 
(che porta a un unico prodotto principale) 
e quello eterofermentativo (che porta a 
due o più prodotti). Per esempio, i lieviti 
sono in grado di trasformare, fermentan- 
dola, una molecola di un monosaccaride a 
sei atomi di carbonio, come il glucosio o il 
fruttosìo, in due molecole di alcool etilico 




In questa mi crof o!o grafia al microscopio elettronico a scansione com- 
pare una cellula di lievito della specie Sacchammyces tewisìae, an- 
ch'essa un cucariota. 1 lieviti possono riprodursi per via agamica me- 
diante gemmazione oppure anche per via sessuale (si veda l'illustra- 



zione in alto a pagina 31). Le protuberanze che si notano sulla superfi* 
de rappresentano cicatrici lasciale dalle gemme al loro distacco. La 
microfotografia, che ingrandisce la cellula di 12 500 diametri* è stata 
scattata da Martin W, Miller della Università della California a Davis. 



e due molecole di anidride carbonica. Un 
gruppo di batteri che fermentano l'acido 
lattico è esso pure omofermentativo: tra- 
sforma il glucosio in acido lattico. Un al- 
tro gruppo appartenente agli stessi batteri 
è eterofermentativo: trasforma il glucosio 
in acido lattico, alcool etilico e anidride 
carbonica seguendo una via biochìmica 
diversa, Il Clostridtum aceiobutyiicum è 
un altro organismo eterofermentativo, 
che trasforma il glucosio in una miscela di 
acetone, alcool etilico, alcool isopropilico 
e alcool butilico. 

D'altra parte, lo sviluppo in condizioni 
aerobìe permette ad alcuni organismi di 
ossidare completamente una certa fra- 
zione del substrato, estraendo di conse- 
guenza la massima quantità di energia 
necessaria per trasformare il restante 
substrato in massa cellulare. Se lo scopo 
che si propone di realizzare la fermenta- 
zione industriale è quello di ottimizzare 
la massa cellulare» come succede nella 
produzione di lievito per la panificazione 
o di proteine dai microbi come fonte <iii- 
mentare, è un chiaro vantaggio che si rea- 
lizzi uno sviluppo in condizioni aerobic 
con una completa utilizzazione del sub- 
strato attraverso la respirazione. Ci si po- 
trebbe chiedere, però, in che modo lo svi- 
luppo in condizioni aerobie può condurre 
alla sintesi di prodotti microbici utili, se 
tutto il substrato non trasformato in mas- 
sa cellulare viene ossidato in anidride 
carbonica e aequa. 



Una possibile risposta è che non tutte le 
reazioni di ossidazione catalizzate da 
microrganismi rigorosamente aerobi si 
svolgono fino ad esaurimento. Un esem- 
pio è fornito dalla conversione dell'alcool 
etilico in acido acetico (aceto) ad opera 
degli acetobalteri: CHjCH 2 OH (alcool 
etilico) + O2 -* CHjCOOH (acido aceti- 
co) + H2O. Gli acetobalteri sono anche in 
grado di svolgere ossidazioni incomplete 
su altri substrati, per esempio la conver- 
sione del glucosio in acido gluconico. 
Questi «sotto-ossidanti» possono ricava- 
re l'energia necessaria in forma di ATP da 
ossidazioni limitate, ma generalmente 
non riescono a rifornirsi di «scheletri* di 
carbonio per potersi sviluppare da sub- 
strati non completamente ossidati e, 
quindi, dipendono per la loro crescita da 
altre sostanze nutritive, che vengono for- 
nite dal mezzo circostante, 

In altri casi, si possono ricavare compo- 
sti organici utili da organismi aerobi grazie 
a una deliberata manipolazione delle vie 
biosintetiche attraverso le quali l'organi- 
smo trasforma il substrato nelle migliaia eli 
differenti molecole che costituiscono una 
cellula vivente. Nel normale metabolismo, 
ogni composto di cui la cellula ha necessità 
viene generalmente prodotto nella giusta 
quantità* il che si realizza mediante una 
serie di reazioni rigorosamente regolatrici, 
che bloccano la sintesi dei composti inter- 
medi e dei prodotti finali di una determina- 
ta via metabolica, quando un particolare 



composto raggiunge una certa concentra* 
zione. Il microbiologo che lavora nell'in- 
dustria ha imparato a selezionare i ceppi 
mutanti in cui questo squisito processo di 
regolazione viene ridimensionato nel 
modo che si vuole. Per esempio, nelle cel- 
lule normali la sintesi della lisina, uno dei 
venti amminoacidi da cui sono costituite 
tutte le proteine cellulari, viene regolata in 
modo che viene prodotta solo la quantità 
necessaria per le migliaia di differenti pro- 
teine della cellula. Sono stati trovati, tutta- 
via, certi mutanti di Corynebacterìum gin* 
tamicum, in cui il meccanismo di regola- 
zione per la lisina è cosi insufficiente che la 
lisina viene prodotta in eccesso, fino a più 
di 50 grammi per litro di terreno colturale. 
La lisina e analoghi prodotti con basso 
peso molecolare, componenti essenziali 
nello sviluppo della cellula, vengono chia- 
mati metaboliti primari. 

Un altro gruppo di prodotti microbici 
importanti dal punto di vista industriale, 
chiamati metaboliti secondari, sono com- 
posti non necessari per la biosiniesi cellu- 
lare. Essi vengono sintetizzati da alcuni 
microrganismi, generalmente verso la 
fine del ciclo di sviluppo, per ragioni che 
sono spesso oscure. Gli esempi più noti 
sono gli antibiotici. Dato che i metaboliti 
secondari non svolgono un ruolo diretto 
nel metabolismo energetico e nello svi* 
luppo dì un organismo, presumibilmente 
essi contribuiscono a far sopravvivere 
l'organismo inibendo dei competitori che 
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potrebbero altrimenti occupare la stessa 
nicchia ecologica. 

Gli organismi che secernono i me t abo- 
liti secondari inizialmente attraversano 
un periodo di rapido sviluppo, la trofofa- 
se, in cui la sintesi della sostanza seconda- 
ria è trascurabile. Quando lo sviluppo non 
può più procedere per esaurimento nel 
mezzo di una o più sostanze nutritive es- 
senziali» l'organismo entra nella idiofase, 
la fase peculiare di quell'organismo. Non 
è noto il processo che innesca la sintesi dei 
metaboliti secondari in questa fase. La 
maggior parte degli organismi è sensibile, 
durante la trofofase, ai propri antibiotici, 
ma diventa fisiologicamente resistente a 
essi durante ndiofase, per cui il ritardo 
nella secrezione dei metaboliti secondari 
è di cruciale importanza nel far si che gli 
organismi produttori di antibiotici non si 
autodistruggano. 

Una terza classe di sostanze* sintetizza- 
te da microrganismi, importanti per 
l'industria è costituita da proteine che 
fungono da enzimi. Dato che le proteine 
tipiche consistono di parecchie centinaia 
di unità amminoacidichc, poche hanno 
potuto essere sintetizzate in laboratorio e 
nessun enzima naturale è mai stato sinte- 
tizzato industrialmente. I microrganismi 
dipendono da enzimi catabolici per de- 
gradare substrati complessi in molecole 
più semplici, che possono quindi venire 
assimilate. Gli enzimi anabolici, o biosin- 
tetici, invece, portano a compimento rea- 
zioni graduali, che ricostruiscono, a parti- 
re dalle molecole semplici, sostanze (tra 
cui enzimi di ambedue i tipi), necessarie al 
metabolismo e allo sviluppo della cellula, 
Come con gli amminoacidi, la cellula sin- 
tetizzi» normalmente solo La quantità di 
ciascun enzima che le è necessaria. Come 
nel caso della regolazione degli ammi- 
noacidi, invece, possono venir selezionate 
cellule microbiche che, nell'ambiente 
giusto e in presenza di appropriate so- 
stanze nutritive, producono in eccesso 
particolari enzimi. 

Un modo per aumentare la sìntesi degli 
enzimi è l'induzione, il programma gene- 
tico per la sintesi di ogni enzima è la se- 
quenza di nucleo! idi de) DNA, chiamata 
«gene strutturale», che risiede o nel sin- 
golo cromosoma di un procariota o in uno 
dei parecchi cromosomi di uneucariota. I 
geni strutturali, che codificano per la sin- 
tesi di uno o l'altro di parecchi enzimi, 
sono in genere inattivi in mancanza di 
substrato enzimatico o di una molecola 
strutturalmente analoga ad esso. La pro- 
duzione dell'enzima viene * come si dice - 
repressi». Quando al mezzo viene aggiun- 
to il substrato necessario o il suo analogo, 
il gene strutturale è attivato e l'enzima 
può allora essere sintetizzato. Un simile 
evento si chiama de re pressione, o indu- 
zione, e gli enzimi che vengono prodotti 
sono detti enzimi inducibili {per distin- 
guerli da quelli costitutivi, che non sono 
influenzati in questo modo). 

In alcuni casi» l'induttore è il prodotto 
di una reazione enzimatica. Per esempio, 
il maltosio (un composto intermedio nel 
metabolismo dello zucchero) può indurre 



il fungo Aspergillus niger ad avviare la 

sìntesi della glucamilasi, enzima che 
demolisce la catena zuccherina dell'ami- 
do in singole molecole di glucosio. L'ami- 
do è, dunque, il substrato su cui la gluca- 
milasi agisce, ma esso non deve essere 
presente necessariamente nel mezzo per 
poter indurre la sintesi dell'enzima, Ne 
deriva che alcuni analoghi che non servo- 
no, o servono poco, come substrati sono, 
invece, induttori estremamente potenti. 

11 modello d'induzione più ampiamente 
accettato è quello elaborato una ventina 
di anni fa da Francois Jacob e da Jacques 
Monod dell'Istituto Pasteur di Parigi. In 
breve, in cellule non esposte a un indutto- 
re, il gene strutturale per l'enzima non 
può venir trascritto in RNA messaggero 
(la prima tappa nella traduzione di un 
gene in un enzima) dato che la RNÀ-po- 
limerasi. l'enzima necessario per realizza- 
re la sintesi dell'RNA messaggero, non 
viene lasciato agire per il fatto che il gene 
operatore, adiacente al gene strutturale 
sul DNA, viene bloccato da una proteina 
«repressore». Questa a sua volta viene 
codificata da un gene repressore vicino. 
Quando ie molecole di induttore sono 
presenti, si combinano con k molecole 
del repressore e così non possono più rea- 
gire con quelle del gene operatore. 
Quando questo è libero di funzionare, la 
RNA-polimerasi può trascrivere il gene 
strutturale in RNA messaggero, il quale a 
sua volta dirige il montaggio dell'enzima a 
partire dai giusti amminoacidi. 

Alcuni enzimi catabolici di importanza 
industriale, come le amilasi (che digeri- 
scono l'amido) e le proteasi (che digeri- 
scono le proteine), possono essere otte- 
nuti dai microrganismi in quantità supe- 
riori al normale, evitando il fenomeno 
noto come repressione catabolica. Que- 
sto termine descrive la diminuzione che si 
osserva nella velocità di sintesi di un en- 
zima catabolico quando le cellule micro- 
biche vengono messe in presenza di una 
fonte di carbonio che è rapidamente as- 
similata. Dato che spesso la fonte di car- 
bonio è il glucosio, il fenomeno è noto 
anche come «effetto glucosio». In pochi 
casi è stato osservato che anche il rapido 
catabolismo dello stesso induttore dà ori- 
gine alla repressione catabolica: una lenta 
somministrazione del vero induttore (o la 
sostituzione con un induttore analogo, 
che viene metabolizzato lentamente) può 
stimolare forti incrementi nella sintesi 
detl'enzima desiderato. 

Il motivo di fondo della repressione ca- 
tabolica è che* nelle cellule dotate di 
una fonte di carbonio rapidamente utiliz- 
zabile, vi è una netta diminuzione della 
concentrazione intracellulare di 3\5'- 
-adenosinmonofosfato ciclico (c-AMP). 
In mancanza di una sufficiente quantità di 
AMP ciclico, i geni strutturali che codifi- 
cano per particolari enzimi non vengono 
trascritti in maniera efficace, per cui l'en- 
zima non viene sintetizzato, o ne viene 
sintetizzato molto poco. La comprensio- 
ne della repressione catabolica è di note- 
vole importanza nella microbiologia in- 
dustriale in quanto molti enzimi con valo- 



re commerciale sono ottenuti da micror- 
ganismi soggetti a questo fenomeno. 

Un tipo completamente diverso di pro- 
dotto metabolico che si ottiene in grande 
quantità dai microrganismi è costituito da 
alcuni polisaccaridi capsulari, in partico- 
lare le gomme destrano e xantano. Il de- 
strano, un grosso polimero del glucosio 
con un peso molecolare compreso tra 
50 000 e 100 000 dalton, può essere ad- 
dizionato al plasma sanguigno, Quando le 
catene di cui e composto presentano le- 
gami atomici incrociati, trattiene delle 
sfere che fungono da filtri molecolari. Lo 
xantano, che è risultato innocuo per 
l'uomo, viene aggiunto a molti prodotti 
alimentari come addensante e stabilizzan- 
te. Trova anche impieghi in campi tanto 
diversi come la stampa su tessuti e la loro 
colorazione, la perforazione di pozzi di 
petrolio (in qualità di additivo dei fanghi 
di perforazione) e la formulazione di pro- 
dotti cosmetici e farmaceutici. 

I polisaccaridi capsulari sono sostanze 
con elevato peso molecolare che formano 
una spessa capsula attorno alle cellule di 
certi microrganismi, 11 destrano è prodot- 
to in forti quantità da Leuconoswc mesen- 
teroides e da batteri lattici acidogeni affi- 
ni, ma solo quando vengono fatti crescere 
su saccarosio quale substrato. Nella cap- 
sula batterica, il desirano è un polimero 
del glucosio con peso molecolare variabi- 
le tra 15 000 e 20 milioni di dalton, a 
seconda del ceppo batterico, I batteri 
ospitano un enzima chiamalo o transglu- 
cossidasi o destransaccarasi, che scinde il 
disaccaride saccarosio in fruttosio e glu- 
cosio. 11 fruttosio serve per La crescita; il 
glucosio viene trasferito molecola per 
molecola a un filamento di destrano che si 
sta allungando. La sintesi enzimatica del 
destrano procede sia con cellule ìntegre 
sia con estratti privi di cellule. Lo xantano 
viene sintetizzato dal batterio Xumho- 
monas campesirìs quando si sviluppa su 
un terreno colturale contenente glucosio, 
in condizioni aerobie. Si tratta di un 
polisaccaride ramificato e più complesso 
del destrano. Si forma a partire dal gluco- 
sio, dal mannosio (che e pure un mono- 
saccaride a sei atomi di carbonio) e dall'a- 
cido glucuronico. Alcune molecole di 
questi composti presentano gruppi acetile 
(CH3CQ) e piruvato (CH3CGCO) attac- 
cati ad esse. 

I lieviti sono sfruttati ormai da migliaia 
di anni nella fabbricazione di bevande 
alcooliche e nella lievitazione del pane, 
cioè ancora da prima che essi venissero 
riconosciuti come microrganismi e che 
venisse scoperta la vera natura della fer- 
mentazione, La presenza di cellule di lie- 
vito nella birra in fermentazione fu notata 
per la prima volta nel 1680 da Anton vari 
Leeuwenhoek, al quale si attribuisce l'in- 
venzione del precursore del moderno 
microscopio, Quasi duecento anni dopo, 
nel 1876, Louis Pasteur espose le sue idee 
sulla fermentazione nel classico lavoro 
Etudes sur hi bière, in cui postulò che i 
microrganismi che vivono in condizioni 
anaerobie sono in grado dì prosperare e 
di svilupparsi sostituendo il più nolo pro- 
cesso della respirazione, messo in atto da 
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La riproduzione del lievito avviene normalmente per via agamica, 
procedendo con la formazione di gemme sulla superfìcie cellulare. La 
riproduzione sessuale, invece* può essere indotta in condizioni spedali. 
Nel ciclo sessuale, una cellula diploide normale (cioè una cellula con 
due serie di cromosomi e, pertanto, due serie di geni! dà origine ad 
aschì, o sacchi contenenti spore* in cui sorto presenti quattro ascospore 
aploidi (cellule con una sola serie di cromosomi e pertanto anche una 
sola serie di geni). Le ascospore appartengono a due diversi tipi di 



accoppiamento: a e a. Ogni tipo può dare origine, mediante gemma- 
zione, ad altre cellule aploidi. L'accoppiamento di una cellula aploide 
a con una cellula aploide a dà origine a una cellula diploide normale 
a • .■ . I.e cellule aploidi dello stesso sesso possono anche unirsi occasio- 
nalmente per formare cellule diploidi anormali in a oppure rrVi), le 
quali si possono riprodurre solamente per via asessuale, mediante gem- 
mazione secondo le modalità usuali. E lieviti d'importanza industriale 
si riproducono principalmente in modo asessuale, per gemmazione. 
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La riproduzione di un fungo pluricellulare, ad esempio un Fungo appar- 
tenente agli ascomiceti più complessi, può avvenire per via agamica o 
per y'm sessuale- 1 particolari variano con il genere e con la specie. La 
struttura vegetativa ramificata comune ad ambedue i cicli riproduttivi è 
il mi ce! ii». composto di ife f t). Nel ciclo asessuale, iJ micelio dà origine 
ai con idi nfori che portano spore chiamate con idi. che vengono disperse 
dal vento* Nel ciclo sessuale, il micelio sviluppa strutture dette game- 
langi (2), consistenti ciascuna in un anteridio (contenente nuclei « + ») e 
in un ascogonio (contenente nuclei «-»). I nuclei si appaiano nelTasco- 
gonio, ma non si fondono. Ife ascogene, binucleate, si formano dall'a- 



scogonio fecondato (3} e, a questo punto, le coppie di nuclei subiscono 
la mitosi, che duplica i cromosomi appena appaiati. Infine, i nuclei sì 
fondono nel processo detto cariogamia (4), alla sommità delle ire 
ascogene. È questo runico stadio diploide del ciclo vitale. Poco dopo* i 
nuclei diploidi (grossi punii in colare) subiscono la meiosi, o divisione 
riduzionale. Ne risultano otto nuclei aptotdl {piccoli punti in colore) , e 
ognuno dà origine a una asco spora. Nel contempo, gli aschi che si 
formano sono racchiusi in un asco carpo (5) dalle ife del micelio, Nel- 
la figura rascocarpo è un deistotedo, cioè una struttura chiusa. le 
ascospore germinano e producono un micelio bi- o multinucleato (6 ) . 
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La fermentazione a ceton butilica viene realizzata in condizioni anaerobie dal batterio Clostri- 
dium mvnthurylicum. Lo iberna illusi™ la serie di reazioni intracellulari the trasformano due 
molecole di glucosio in una molecola di alcool butilico, una molecola di acetone, quattro molecole 
di idrogeno e cinque molecole di anidride carbonica. Piccole quantità di alcool etilico sì formano 
come prodotto secondario. Nel processo, quattro molecole di ad enosindif ostato (ADP) e quattro 
unità di fosfato inorganico ( l\) sono trasformate in quattro molecole di adenosintrìfosfato (ATP), 
il combustibile universale dei processi intracellulari. L'acetilcoenzima A (acetil-CoA) è un coen- 
zima che svolge un ruolo chiave nel metabolismo di ogni tipo di cellula. La nicofinammide 
adenindinudeotide (NAD) è un accettare di atomi di idrogeno; la forma ridotta, NADH2, è un 
donatore di atomi di idrogeno. Enzimi specifici realizzano le reazioni indicale dagli asterischi. 



molti organismi, con il processo della 
fermentazione. Egli riconobbe che que- 
st'ultimo, convertendo gli zuccheri in al- 
cool e anidride carbonica, fornisce alle 
cellule del lievito l'energia necessaria per 
vivere in assenza dì ossigeno. Riconobbe 
anche, in seguito, che quando le cellule 
del lievito dispongono dì ossigeno, la Fer- 
mentazione viene repressa e soppiantata 
in vario grado dalla respirazione. In que- 
st'ultimo processo, lo zucchero viene 
completamente ossidato in anidride car- 
bonica e acqua. 

Mentre gli enzimi della fermentazione 
sono costitutivi, quelli della respirazione 
sono induritali, I primi hanno sede nel 
citoplasma; ì secondi negli organelli noti 
come mitocondri e sono soggetti alla re- 
pressione catabolica da parte del gluco- 
sio. Per questa ragione, quando il lievito 
viene fatto crescere in presenza di molta 
aria allo scopo di produrre la maggiore 
quantità di massa cellulare, come nella 
fabbricazione di lievito da panificazione» 
è essenziale che la soluzione zuccherina 
nutritiva sia somministrata alla cellula a 



una velocità tale che non superi mai la 
concentrazione dì qualche decimo per 
cento. In questo modo, la repressione 
catabolica degli enzimi respiratori viene 
evitata e, in pratica, tutto lo zucchero ag- 
giunto viene consumato nella respirazio- 
ne invece di essere trasformato in alcool 
per fermentazione. 

Gli unici zuccheri che possono essere 
fermentati dai lieviti sono ì mono- 
saccaridi a sei atomi di carbonio (o dei 
polimeri di tali zuccheri). I disaccaridi 
come il saccarosio e il maltosio vengono 
dapprima demolìti dagli enzimi idrolìtici 
della cellula in monosaccaridi. Nei pro- 
cessi industriali, quali la produzione della 
birra e del whisky, in cui il principale sub- 
strato per la fermentazione è l'amido, 
questo viene demolito in monosaccaridi 
per aggiunta degli enzimi amilasici, otte- 
nuti dal malto d'orzo o da certe specie di 
muffe. Vi sono, a dire il vero, anche alcu- 
ne specie dì lieviti che crescono sull'ami- 
do, per il fatto che sono esse stesse in 
grado di sintetizzare delle proprie ami tasi 



ma non sono abbastanza efficienti da po- 
ter essere impiegate nella produzione 
industriale di alcool. 

Quando i lieviti vengono fatti crescere 
in regime respiratorio, si possono invece 
sfruttare, come substrati, composti di una 
gamma molto più ampia, secondo la spe- 
cie di lievito prescelta. Alcuni lieviti me- 
tabolizzano solo pochi composti, altri 
molti. Per esempio, la capacità della spe- 
cie Candititi unite (usata per la produzione 
di lievito alimentare) di metabolizzare i 
monosaccaridi pentosi (a cinque atomi di 
carbonio) xilosio e arabinosio la rende 
adatta a crescere su liquido di scarto con- 
tenente solfito, un prodotto collaterale 
dell'industria della carta. 

Altri lieviti, come Saccharomycopsis 
Upalyùca, possono metabolizzare idro- 
carburi a catena lineare con lunghezze 
variabili da 10 a 16 atomi di carbonici 
Negli impianti pilota, i lieviti sono stati 
fatti crescere anche su frazioni purificate 
di petrolio. Le cellule dapprima ossidano 
gli idrocarburi in acidi grassi a lunga cate- 
na mediante enzimi di ossidrilazione che 
agiscono in una fase intermedia. Gli acidi 
grassi sono poi demoitti con un speciale 
processo di ossidazione, che produce ace- 
til-coenzima A, il quale viene poi, per 
finire, trasformalo in materiale cellulare. 
Un altro substrato di interesse industriale 
è l'alcool metilico (CH3OH), un alcool 
semplice che può essere ottenuto per os- 
sidazione del metano si può far derivare 
dal carbone, Può venir assimilato da un 
numero limitato di specie di lieviti, grazie 
a un processo metabolico insolito, che 
comporta la partecipazione di organelli 
cellulari specializzati, detti microcorpi. In 
questo modo le cellule possono parteci- 
pare, come supplemento proteico, alla 
preparazione di mangimi per l'alimenta- 
zione animale. 

Quasi tutti t lieviti sono in grado di 
trasformare in proteine e acidi nucleici 
L'azòto inorganico. L'azoto può essere 
assimilato sotto forma di toni ammonio 
(NH4 + ) e T da alcune specie, sotto forma di 
ioni nitrato (NO3"). La capacità dei lieviti 
di trasformare l'azoto inorganico in pro- 
teine cellulari viene oggi sfruttata per 
produrre proteine microbiche, talvolta 
note come proteine da organismi unicel- 
lulari e utilizzabili come supplemento ai 
cibi per l'uomo e per gli animali. 

Descriverò brevemente che cosa sono ì 
lieviti, in che modo si riproducono e quale 
posto occupano nel regno dei funghi. A 
causa della loro prevalente forma unicel- 
lulare, vengono spesso descritti come 
microfungbi, Le oltre cinquecento specie 
note sono classificate tassonomicamente 
in base alla loro modalità di riproduzione, 
che può essere agamica (asessuale o vege- 
tativa) e gamica (sessuale), I lieviti rien- 
trano in ben tre classi di funghì; gli asco- 
mteeti, i basidtomiceti e i deuteromiceti, 

Ta prima classe include i lieviti le cui 
*-** strutture riproduttive sessuali pren- 
dono la forma dì semplici aschi e di asco- 
spore. Una cellula di lievito diploide (cioè 
una cellula con due serie di cromosomi 
appaiati) va incontro alla meiosi (divisio- 
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Nelle due sequenze vengono confrontate le reazioni dette vie eterofer» 
menlativa e omofermentativa. La sequenza dì sinistra mostra lo 
schema mediante il quale un la ito bacillo et ero far me tifante (Lettcono- 
\im t trasforma mi un Un molecola di glucosio in tre molecole: una di 
anidride carbonica* una di acido lattico, una di alcool etilico* La se- 
quenza di destra mostra, invece, come due organismi omofermentanti, 



un lievito e un batterio, fermentano il glucosio con la stessa sequenza dì 
reazioni Uno alla formazione di due molecole dì acido pini vi co. Da qui 
le vii- divergono* Il lievito, Saccharomyces cerevisìae, trasforma le due 
molecole di acido piratico in due molecole di anidride carbonica e due 
di alcool etilico. Il batterio (uno streptococco) trasforma, invece, 
le due molecole di acido piruvico In due molecole di acido tattico* 
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ne riduzionale) e forma da quattro a otto 
ascospore, racchiuse in un sacco, detto 
asco, Le ascospore sono cellule aploidi 
(che hanno solo una serie di cromosomi): 
cellule aploidi di sesso diverso si uniscono 
e formano un nuovo organismo diploide, 
Questo modo di riprodursi sessualmente 
può venir manipolato dai ricercatori allo 
scopo di realizzare delle ibridazioni gene- 
tiche che migliorino i ceppi. Numerose 
specie di lieviti appartengono alla classe 
degli ascomiceti, ma solo poche di esse 
hanno importanza industriale. Di gran 
lunga il primo lievito utilizzato dall'uomo, 
e anche quello più sfruttato* è Saccharo- 
myces cerevìsiae, di cui alcuni ceppi speci- 
fici vengono utilizzati perla fabbricazione 
della birra, la produzione di vino e di 
saké, la produzione di alcool industriali e 
la panificazione, Kluyveromyces fragiiLs è 
una specie che fermenta il lattosio, sfrut- 
tata su piccola scala per la produzione di 
alcool dal siero di latte. Saccharomycap- 
sisiipoiytica, una specie in grado di meta- 
bolizzare gli idrocarburi, è invece, una 
fonte industriale di acido citrico. 

La classe dei basidìomiceti non fornisce 
lieviti di importanza industriale. Include 
certi funghi mangerecci, alcuni funghi 
velenosi, i carboni e le ruggini. Questi 
organismi si riproducono formando spore 
sessuali esterne su una struttura chiamata 
basidio o su un promicetìo che ha origine 
da una teliospora. 

La classe dei deuteromiceti, infine, 
comprende lieviti che non hanno una 
modalità di riproduzione sessuale cono- 
sciuta; essi si riproducono solo per via 
vegetativa, il che significa generalmente 
per gemmazione. La classe contiene alcu- 
ne specie d'importanza industriale tra cui 
Candida utilis, il lievito che può crescere 
sul liquido di scarto contenente solfito. 
Un'altra specie, Trichosporon cuianeum, 
svolge un ruolo importante nei sistemi di 
digestione aerobia delle acque di scolo, a 
causa della sua enorme capacità di ossida- 
re composti organici, compresi alcuni, 
come i composti fenolici, che sono tossici 
per altri funghi. Una specie identificata di 
recente - Phaffia rhodozyma - ha la capa- 
cità di sintetizzare un carotinoide insoli- 
to. I carote noidi sono fra l pigmenti pre- 
senti nelle piante; l'astaxantina, prodotta 
dalla specie di lievito appena citata, viene 
oggi sottoposta a test come fonte di pig- 
mento per salmoni e trote, allevati in cat- 
tività e conferisce alla carne di questi due 
sai moni di la normale colorazione aran- 
cio-rosata. La carne dei pesci allevati in 
cattività è difatti bianca, ma acquisirà una 
colorazione normale se gli animali ver- 
ranno alimentati con una fonte di questo 
pigmento. 

La riproduzione vegetativa nelle spe- 
cie industriali di lievito avviene princi- 
palmente per formazione reiterata di 
gemme sulla superficie cellulare, Si dice 
che una cellula «madre» dà origine a un 
certo numero di cellule «figlie», le quali 
a loro volta producono gemme. La forma 
delle cellule vegetative varia: possono 
essere tozze e ovali oppure sempre più 
allungate. La maggior parte dei lieviti, 
nelle condizioni di sviluppo industriali, si 



propagano solo per via vegetativa. Il ci- 
clo sessuale, se esiste, viene indotto solo 
da condizioni colturali speciali. 

Te muffe sono funghi filamentosi, che 
*-* formano un ampio gruppo di organi- 
smi eucarioti, privi di clorofilla e che, as- 
sieme ai lieviti unicellulari, costituiscono 
il regno dei funghi. Esse sono state identi- 
ficate molto tempo prima dei lieviti a cau- 
sa della loro tendenza a formare un tessu- 
to somatico simile a un tappeto, visibile su 
molti tipi di cibi che appaiono pertanto 
deteriorati. Tutti avranno visto arance, o 
altri frutti, con la muffa, la muffa blu sul 
formaggio e cereali ricoperti di muffa. 

Talvolta il tessuto somatico non è appa- 
riscente, mentre lo sono i corpi fruttiferi 
sessuali. Per esempio, la crescita vegetati- 
va dei funghi mangerecci avviene nasco- 
stamente nel suolo e sono visibili sopra il 
suolo solo le parti eduli, in pratica i corpi 
fruttiferi. Analogo è il caso dei funghi a 
basidiocarpo (polìporacee) su alberi gra- 
vemente malati. La loro crescita vegetati- 
va ha lo scopo di assorbire le sostanze 
nutritive dalla cellulosa o dai componenti 
della lignina del legno marcescente all'in- 
terno del tronco e, pertanto, non è visibi- 
le. Le strutture riproduttive, generatrici 
di spore, compaiono sul tronco stesso e 
possono pesare anche diversi chilogram- 
mi. Molte malattie sia delle piante sia de- 
gli animali sono causate da funghi; alcuni 
sono parassiti obbligati, il che significa 
che dipendono da un ospite vivente per 
completare il loro ciclo vitale, mentre altri 
sono «opportunisti», cioè vivono nor- 
malmente sulle sostanze organiche di 
organismi deceduti, ma di tanto in tanto 
attaccano anche un ospite vivo, partico- 
larmente se le sue difese naturali sono 
indebolite per una ragione o per l'altra. 

1 funghi, oltre ad avere veri nuclei e a 
non essere in grado di svolgere hi Fotosìn- 
tesi, sono in generale caratterizzati (con 
L'eccezione dei lieviti unicellulari) da 
strutture il cui corpo vegetativo, o tessuto 
somatico, è filamentoso e ramificato e 
dotato, tipicamente, di cellule con pareti 
resistenti, fatte di polimeri del glucosio 
(noti come glucani), variamente legati, di 
glucosammina (chi tosano) e di N-acetil- 
glucosammìna (chitina). In alcuni casi, la 
parete cellulare è costituita interamente 
di chitina. La struttura vegetativa appena 
menzionata è nota come micelio; le strut- 
ture tubulari che lo compongono sono le 
ife. Queste o possono essere separate in 
singole cellule da setti o possono essere 
essenzialmente prive di setti, nel qual 
caso il micelio viene definito cenocitico. 
La maggior parte delle cellule dei funghi 
presentano molti nuclei anche quando le 
ife consistono di file di singole cellule, 
divise da setti. Alcuni funghi esulano dal- 
la suddetta descrizione; tuttavia si può 
dire che questa riguarda tutti i funghi di 
interesse industriale. 

I funghi si possono riprodurre sia per 
via sessuale sia per via agamica. Quelli del 
secondo tipo generano vari tipi di spore 
unicellulari asessuali per divisione del 
nucleo cellulare, spore che si sviluppano 
su sporofori, strutture specializzate che, 



dal micelio vegetativo, sì protendono nel- 
l'aria. Alla loro sommità si trovano le spo- 
re le quali, se sono incluse in uno sporan- 
gio, o dispositivo a forma di sacco, sono 
dette sporangiospore; se, invece, non 
sono incluse in un sacco, sono dette coni- 
di. A maturità, sia le sporangiospore sia i 
conidi vengono rapidamente dispersi dal 
vento e, se cadono su un substrato oppor- 
tuno, germinano formando nuovi miceli 
che, a loro volta, generano nuove struttu- 
re riproduttive. 

La morfologia delle strutture che por- 
tano le spore è estremamente variabile e 
costituisce una delle basi su cui poggia la 
classificazione dei funghi. Il micelio so- 
matico non è, di solito, abbastanza diffe- 
renziato da poter essere di grande aiuto 
nella classificazione. Il colore della mag- 
gior parte delle muffe che vivono su so- 
stanze organiche in decomposizione è 
dovuto alle spore asessuali; queste hanno 
varie tonalità di bianco, di azzurro, di 
verde, di rosso, di marrone o di nero. 

Molti funghi possono anche riprodursi 
formando spore sessuali, generate per 
meiosi, o divisione riduzionale di un nucleo 
diploide. Nella meiosi, il numero di cromo- 
somi si dimezza per il disaccoppiamento dei 
cromosomi omologhi. Le spore sessuali 
contengono solo un cromosoma omologo 
per ogni coppia di cromo som i omologhi, La 
condizione diploide viene stabilita di nuovo 
quando due spore aploidi si uniscono e si 
fondono, compiei andò così il loro ciclo vita- 
le. 1 funghi che non presentano un cielo 
sessuale noto sono posti - come i lieviti - 
nella classe dei deuteromiceti, anche noti 
come funghi imperfetti, 

I funghi importanti nella microbiologìa 
industriale, e dotati di strutture riprodut- 
tive sessuali, rientrano nelle tre classi de- 
gli ascomiceti, dei basidìomiceti e degli 
zigomiceti. Come nel caso dei lieviti, gli 
ascomiceti producono le loro spore al Tin- 
te rno di aschi. Nei veri funghi filamentosi, 
invece, gli aschi si formano all'interno di 
un complesso corpo fruttìfero, l'ascocar- 
po. Analogamente, i basidìomiceti svi- 
luppano le loro spore sessuali all'esterno, 
su basìdi, i quali vengono inclusi in un 
complesso corpo fruttifero, il basidiocar- 
po. 1 funghì appartenenti alla classe degli 
zigomiceti formano zigospore sessuali dì 
dimensioni praticamente microscopiche, 
In condizioni naturali i funghi si riprodu- 
cono perlopiù per via agamica; le struttu- 
re riproduttive sessuali compaiono solo 
occasionalmente in circostanze favorevo- 
li. I funghi con significato industriale sono 
fatti crescere soprattutto come ammassi 
mìceliari sommersi in vasche; in condi- 
zioni artificiali del genere, non si genera- 
no né spore sessuali né asessuali. 

I fabbisogni nutrizionali dei funghi 
sono molto vicini a quelli che ho descritto 
per i lieviti, tranne che i funghi (le cui 
specie superano numericamente quelle 
dei lieviti di più di cento volle) sono più 
^diversificali nella varietà di substrati che 
possono assimilare. Per esempio, non vi 
sono lieviti in grado di crescere sulla cellu- 
losa o sulla lignina, mentre certi funghi 
possono farlo. D'altra parte, molti lieviti 
svolgono una fermentazione anaerobia 
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Ut conversione del metano in proteina viene realizzala daJ baltcriu 
Merhyiophilus meìhyhirophus. In genere, il metano <CH4> viene dap- 
prima ossidato, con l'aiuto dì un catalizza lei re, in alcool metìlico 
(CHjOHK il quale funge quindi da substrato per la crescita batterica. 
Alcuni enzimi ossidano l'alcool metilico in aldeide formica {HiCO j. 



che si condensa con il rÌbulosiu-5-fosf aio e forma il 3-osst>evulosÌo-6-fo- 
sfalo. Dopo varie reazioni, gli atomi di carbonio e di ossigena delle tre 
molecole dì alcool metilico sono trasformati in una molecola di pìmvato 
(CHjCOCOO ); il ri b uln si o-5-f ostato è liberato per rinnovare il ciclo. 
Il pini vato è il punto di partenza per composti necessari per la crescita. 



attiva dello zucchero in alcool etilico, 
mentre a parte alcune limitatissime ecce- 
zioni i funghi sono rigorosamente aerobi. 
Essi possono utilizzare l'azoto organico e 
inorganico, ma né essi né i lieviti possono 
assimilarlo sotto forma dì gas dall'atmo- 
sfera, come fanno alcuni batteri. Richie- 
dono una fonte per vari minerali, partico- 
larmente per i fosfati, i solfati e i sali del 
potassio e del magnesio. Necessitano 
anche di un certo numero di elementi in 
tracce sotto forma di salì: boro, mangane- 
se, rame, molibdeno, ferro e zinco. Questi 
elementi sono necessari per il buon fun- 
zionamento dei vari enzimi metabolici. I 
lieviti hanno esigenze analoghe. 

T funghi hanno una notevole importanza 
■^ economica, non solo quando sono utili, 
ma anche quando provocano danni, Sono 
responsabili, ad esempio, della distruzio- 
ne dì molta sostanza organica sulla Terra, 
un'attività molto utile poiché fa parte in- 
tegrante del riciclaggio della materia vi- 
vente. D'altra parte, provocano moltepli- 
ci malattìe di piante e animali e possono 
distruggere alimenti e materiali vari da 
cui dipende l'uomo. Una piccola campio- 
natura suggerirà qual è l'ambito di questi 



effetti. La grafiosi dell'olmo è provocata 
da un a sco m ice te, Ceraiocystis itimi. Una 
muffa acquatica attacca nei vivai i pesci e 
le loro uova. Un deuteroni ice te. Cacci- 
dioides immites, è responsabile della eoe- 
cìdioidomicosi, una febbre che colpisce 
l'uomo e alcuni animali. I tessuti di cotone 
vengono distrutti dairascomicete Chae- 
lomittm* che digerisce la cellulosa. 

I funghi possono anche avvelenare gli 
alimenti per l'uomo e i mangimi per gli 
animali dome s t tei . da viceps p u rpu rea . u n 
ascomicete, elabora un certo numero di 
alcaloidi velenosi quando attacca, da pa- 
rassita, la pianta di segale, provocando 
così la malattia nota come ergotismo. Il 
consumo di segale contaminata da questo 
fungo fa abortire i bovini, Nell'uomo la 
malattia può manifestarsi con ali ucinazioni 
e concludersi con effetti mortali. Un'altra 
forma di awelen amento è provocata da 
funghi che secernono delle anatossine in 
alimenti per animali non ben conservati, 
quali la farina di arachidi e il fieno. Ne è 
un esempio quella dovuta alla specie di 
ascomiceti Aspergiilus fiavus, le cui tossi- 
ne, che sono metaboliti secondari, sono 
estremamente cancerogene. Ben noti 
sono anche gli effetti dei funghì velenosi. 



Gli effetti dannosi dei funghi sono con- 
trobilanciati dai loro impieghi industriali. 
I funghi sono la base di molte fermenta- 
zioni, quali l'idrolisi dell'amido di rìso che 
porta al saké e la fermentazione di varie 
combinazioni di soia, riso e malto a dare i 
cibi orientali noti con i nomi dì miso, 
shoyu e tempeh. I funghi sono anche la 
fonte di molti enzimi aventi importanza 
commerciale (amilasi, proteasi, pectina- 
si), o acidi organici (acido citrico, acido 
lattico), o antibiotici (in particolare la 
penicillina), o formaggi speciali (Ca- 
membert, Roquefort), o funghi comme- 
stibili, altrettanto importanti. 

TJ nomiamo ora ai più semplici di tutti 
^^ gli organismi, i procarioti, e conside- 
riamo la struttura in modo un poco più 
particolareggiato. I procarioti sono privi 
di un nucleo organizzato, di vacuoli, dì 
mitocondri e di sistemi di membrane pre- 
senti nei lieviti, nelle muffe e in altri euca- 
rioti. La cellula procariota ha solo due 
importanti caratteristiche interne: un 
unico anello chiuso di DNA (DNA circo- 
lare) e un citoplasma indifferenziato in 
cui il DNA sembra galleggiare. La lun- 
ghezza del DNA circolare, che codifica 
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per Tinte ro programma genetico della cel- 
lula, è notevole: più di un millimetro, cioè 
parecchie centinaia di volte la massima 
dimensione della maggior parte dei batte- 
ri. Il citoplasma contiene una grande 
quantità di ribosomi, granuli che consta- 
no di RN A e di proteine e che fungono da 
dispositivi per l'assemblaggio degli am- 
minoacidi in catene proteiche. 1 ribosomi 
dei procarioti sono più piccoli di quelli 
degli euearioti. 

I microrganismi procarioti hanno invo- 
lucri cellulari molto diversi da quelli del- 
le cellule elicanole: tutte le pareti cellula- 
ri dei procarioti incorporano un compo- 
nente chimico comune, il peptidoglicano, 
che è responsabile per la maggior parte 
delia forma e della resistenza di quelle 
pareti. Il peptidogHcano è un grosso po- 
limero, formato da molecole di A'-acetil- 
glucosammina (che è anche l'unità costi- 
tutiva del la chitina presente negli eueario- 
ti), alternate a molecole di acido /V-ace- 
tilmuramico. Quest'ultimo è simile alla 
W-aeeiilglucosammina, ma presenta una 
unità dì acido piruvico, attaccata al terzo 
atomo dì carbonio. L'acido piruvico serve 
da punto di attacco per una catena latera- 
le lineare, che consiste degli amminoacidi 



L-alanina, acido D-glutammico, acido 
diamminopìmelico (un composto simile 
agli amminoacidi) e D-alanina, Queste 
catene laterali dì quattro unità servono a 
formare legami atomici incrociati nelle 
molecole di peptidoglicano. cosi da pro- 
durre una gigantesca molecola a forma dì 
sacco, che circonda l'intera cellula. 

Il contenuto in peptidoglicano della 
parete della cellula batterica varia note- 
volmente da più del 50 per cerno nelle 
pareti dei batteri Gram-positivi a meno 
del 10 per cento in quelle dei batteri 
Gram-negativi, (Il termine Gram-positi- 
vo si riferisce alla capacità di certi batteri 
di fissare il colorante cristal violetto, pro- 
prietà che manca nei batteri Gram-nega- 
tivi.) 11 contenuto in peptidoglicano delle 
cellule è correlalo con la loro sensibilità 
alla penicillina, dato che questo antibioti- 
co interferisce con la biosintesi dei pep- 
tidoglicani. Ciò spiega perché i batteri 
Gram-positivi (che hanno un elevato con- 
tenuto in peptidoglicani) sono molto più 
sensìbili alla penicillina dei batteri Gram- 
-negativi. Spiega anche perché solo le cel- 
lule che sono in fase di crescita vengono 
uccise dalla penicillina: in presenza del- 
l'antibiotico, la parete cellulare in costru- 




ire cellule di prepuzio umano, usate per produrre interferone in colture di tessuti, sono quelle 
protuberanze allungate che, in questa mierofotografia al microscopio elettronico a scansione, 
compaiono sulla superfìcie della sfera. La sfera è una minuscola bìglia di polimero sintetico (distra- 
no); introdotta, come altre, in coltura, offre una superfìcie sulla quale le cellule possono accrescersi* 
La microfologralìa, che dà un ingrandimento dì 11UU diametri, è stata scattala da Don Siegel 
della Harvard University e da Robert Fleischaker del Massachusetts Institute of Technology. 



zione non può essere completata e la cellu- 
la muore. Altri antibiotici interferiscono 
con tale biosintesi in modi diversi. 

Nei batteri Gram-negativi lo strato più 
interno della parete cellulare non contie- 
ne molto peptidoglicano e quello più 
estemo è ricco di lipoprotcine e di lipopo- 
UsacearidL che rappresentano fino all T 80 
per cento del peso secco della parete. La 
componente lipopolisaccaridica è respon- 
sabile soprattutto di quel carattere che è 
noto come specificità antigenica G, pre- 
sente nei batteri Gram-negativi, Ogni 
ceppo ha sulla superficie cellulare un li- 
popoiisaccaride un poco diverso, che di- 
pende dai particolari zuccheri incorporati 
nei polìmeri della parete. Quando gli es- 
seri umani, o gli animali, vengono infetta- 
ti o inoculati con questo tipo di batteri, il 
li popoli sacca ride stimola la formazione di 
anticorpi specifici. Con l'aiuto di antisieri 
specifici è possibile identificare il ceppo di 
batteri responsabile di una particolare 
infezione. 

Molti microrganismi procarioti sono 
muniti di organelli che permettono loro di 
spostarsi nell'ambiente. Le strutture più 
comuni sono flagelli simili a frustini, che 
sporgono dalia superficie cellulare. Se 
sono concentrati a una estremità della cel- 
lula, sono detti polari; se sono distribuiti 
regolarmente sulla superficie cellulare 
sono detti periirichL 

1e cellule dei procarioti hanno molteplici 
J forme: a sfera, a bastoncino e perfino 
(nel caso degli attÉnomiceti) ramificate. 
Alcune cellule procariote possono ugua- 
gliare o superare in lunghezza alcuni mi- 
crorganismi elicanoti, ma il volume cellu- 
lare dei procarioti è sempre dì molto infe- 
riore. Le cellule procariote si moltiplica- 
no per via asessuale, quasi sempre me- 
diante formazione di un setto, o parete 
trasversale, dopo che il cromosoma si è 
duplicato- Le due estremità della cellula, 
ciascuna con un cromosoma, si scindono 
dando origine a due nuove cellule, Alcuni 
batteri veri {eubatteri) contengono endo- 
spore: pacchetti di DNA che possono 
rimanere quiescenti per molti anni e che 
sono estremamente resistenti al calore 
(perfino all'acqua bollente), alle sostanze 
chimiche tossiche e ad altri agenti nocivi 
che uccidono le cellule vegetative. Quin- 
di, in condizioni opportune, le endospore 
possono dare origine a nuovi batteri. 

Benché solo un piccolo numero di mi- 
crorganismi procarioti possa svolgere la 
fotosintesi con l'aiuto di un particolare 
tipo di clorofilla batterica, la maggior par- 
te dei procarioti, inclusi quelli d'impor- 
tanza industriale, sono eterotrofi, cioè 
hanno bisogno di una fonte di carbonio e 
di azoto assimilabile, assieme a vari sali 
minerali e, in alcuni casi, a fattori organici 
di crescita, per esempio vitamine. I proca- 
rioti utili nell'industria crescono su un 
substrato organico che serve da fonte sia 
di carbonio sia di energia. Possono gene- 
ralmente sintetizzare tutti i loro costi- 
tuenti cellulari partendo da un unico 
composto organico e da una fonte di azo- 
to. Alcuni batteri possono * fissare & l'azo- 
to gassoso dell" atmosfera, cioè trasfor- 



marlo in azoto organico. Ne sono esempi 
alcune specie di A zotobacter, che vivono 
libere nel suolo, e di Rhizohùtm, che cre- 
scono in simbiosi con le leguminose nei 
loro noduli radicali. Un importante tra- 
guardo da raggiungere nella tecnologia 
agraria consiste nel trovare un modo di 
incorporare i geni per la fissazione dell'a- 
zoto, presenti nei batteri sopra citati, nel- 
le cellule del mais e di altre piante, il cui 
fabbisogno di azoto deve oggi essere sod- 
disfatto mediante la somministrazione di 
fertilizzanti. 

In generale, il metabolismo dei micror- 
ganismi procarioti e fortemente influen- 
zato dall'ossìgeno molecolare, Gli organi- 
smi che dipendono dalla respirazione 
aerobia. e per i quali l'ossigeno funziona 
quale agente ossidante terminale, vengo- 
no classificati come aerobi obbligati. Un 
esempio è rappresentato da Streptorny- 
ces r un microrganismo che secerne anti- 
biotici. Per contro, per quegli organismi 
che sono anaerobi obbligati l'ossigeno è 
generalmente tossico, Il gruppo interme- 
dio di organismi, quello degli anaerobi 
facoltativi, può crescere sìa in presenza 
sia in assenza di ossigeno molecolare. Si 
può suddividere in due sottogruppi in 
base al fatto che l'ossigeno partecipi atti- 
vamente al metabolismo oppure sia sem- 
plicemente tollerato. 1 batteri lattici aci- 
dogeni appartengono al gruppo che rica- 
va l'energia esclusivamente dalla fermen- 
tazione; eppure non sono danneggiati dal- 
la presenza dell'ossigeno. D'altra parte, i 
batteri coliformù come Eschcrichia coli, 
possono ricavare energia sìa da processi 
fermentativi sia da processi respiratori. 

'TVa i batteri, solo un sottogruppo - quel- 
■*- lode gbeuha Ueri -comprende specie 
aventi utilità industriale. Queste specie 
costituiscono un insieme cosi ampio e così 
diversificato dt organismi che una com- 
pleta trattazione tassonomica di essi sa- 
rebbe fuori luogo qui. Pertanto, riporterò 
solo pochi esempi di eubatteri sfruttati 
industrialmente. J batteri produttori di 
acido acetico (acetobatterì), rappresenta* 
ti dai generi Ctuconobucter e Acetobacter, 
sono organismi a forma di bastoncino e 
Gram-negativi, che possono convertire 
l'alcool etilico in acido acetico. 11 Giaco- 
nobacier presenta flagelli polari e ossida 
l'alcool etilico solo fino ad acido acetico; 
Aceiobacier, invece, ha flagelli peritrichi 
ed è in grado di ossidare l'acido acetico 
fino ad anidride carbonica e acqua. 

I batteri sporigeni aerobi sono rappre- 
sentati dal genere Baciìhis t che ha avuto 
applicazioni importanti nelle fermenta- 
zioni industriali. Tutte le specie di bacilli 
sono in grado di formare endospore e 
sono Gram-positive quando le loro cellu- 
le sono giovani, Quasi tutte hanno flagelli 
peritrichi. Alcune, come Baciiius subititi, 
sono aerobi stretti; altre, come B. thurìn- 
giensis, possono anche svolgere fermen- 
tazioni in condizioni anaerobie. B, sub- 
lilis ha ceni attributi che lo rendono inte- 
ressante come organismo che può sosti- 
tuire E. coli, il quale è oggi l'organismo 
praticamente universale delle fermenta- 
zioni basate sull'impiego del DNA ri- 
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MISCUGLIO DI ANTICORPI 



ANTICORPI MONOCLONALI 



Gli anticorpi monoclonati sono anticorpi ultrapuri, prodotti da cellule di ibridami: linfociti 
(globuli bianchì del sangue) fusi con cellule di mi u In ma maligno. In atti» a sinistra, si ha una 
rappresenti! zione schematica di un antigene con quattro determinanti antigenici sulla superfìcie. 
Quando esso viene iniettalo in un topo, i linfociti di quest'ultimo sintetizzano separatamente gli 
anticorpi specifici per i determinanti antigetiiri» Pertanto un antisiero preparato dal sangue di quel 
topo contiene un miscuglio di anticorpi contro l'antigene. Nella prepara/Jone di anticorpi mono- 
clou ali, illustrata a destra, i linfociti vengono prelevati dalla milza del topo e fatti ibridare con 
cellule di mìeloma. Le cellule ottenute possono venir donate al fini di produrre anticorpi puri. 



combinante. Sembra che È met aboliti se- 
condari* elaborati da B. suhtiìLs, siano se- 
creti dalla cellula e penante facilmente 
prelevati, mentre quelli formati da E.cali 
rimarrebbero all'interno della cellula e, 
pertanto, si possono ottenere solo demo- 
lendola e isolando j] prodotto desiderato 
dai suoi frammenti. E.coii presenta anche 
lo svantaggio di contenere sostanze 
est re m ame n t e tossi che fendo tossi ne), 
che devono essere attentamente rimosse 
dal prodotto della fermentazione. B. sub- 
ii! ìs non sintetizza queste endotossme, 

I batteri sporigeni anaerobi sono rap- 
presentati da specie del genere Ciostri- 
dium. Mentre le loro cellule vegetative 
sono estremamente sensìbili all'ossigeno, 
le endospore sono protette da questo ef- 
fetto letale. Le cellule, comuni nel suolo, 
sono bastoncini Gram-positivi con flagelli 
peritrichi, che ricavano la loro energia 
metabolica da vari tipi di fermentazione. 
ilo già ricordato che C acetobutytkum 
può fermentare gli zuccheri in acetone, 
alcool etilico, alcool isopropilico e alcool 
butilico; altri substrati fermentabili per 
questo gruppo includono l'amido, la pec- 
tina e vari composti azotati. 



I batteri produttori di acido lattico (i 
cosiddetti lattici acidogeni) includono. Ira 
le altre specie, quelle dei generi Strvpro- 
coccus, Leuconostoc e Lactobacttius, or- 
ganismi che non formano endospore, che 
sono Gram-positivi, che hanno forma di 
bastoncini o sfere immobili, che ricavano 
l'energia necessaria dalla fermentazione, 
pur non essendo sensibili all'ossigeno, I 
lattobacilli eterofermentunti del genere 
Leuconostoc trasformano i carboidrati in 
acido lattico, alcool etilico e anidride car- 
bonica. Quelli omofermen tanti del gene- 
re Srrepfococcus producono solo acido 
lattico. Le specie di LactohaciHtts fermen- 
tano gli zuccheri produeendo acido lattico 
a fianco di varie altre sostanze. 

Un altro procariota, il Corynebarte- 
rium gìutamicum, come ho già sottolinea- 
to, è un'importante fonte industriale di 
lisina e di 5*-nucleoiidi aromatizzanti. 
Esso tende ad avere forma irregolare e, 
talvolta, invece di avere una semplice 
forma a clava, (come suggerisce la parola 
greca korune, che significa appunta clava) 
e ramificato. Le sue cellule sono general- 
mente immobili. Gram-positive e prive 
della capacità di formare endospore. Il 
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ORGANISMO 



TIPO 



PRODOTTO 



CIBI E BEVANDE 



Saccharofnyces cereutstae 


U EVITO 


LIEVITO PER PANIFICAZIONE 
VINO, BIRRA -ALE-, SAKÉ 


Sacctìéromyees carisbargensis 


LIEVITO 


BIRRA 


$9QcharorrìyC9$ toum 


LIEVITO 


SALSA 01 SOIA 


Straptococcus ttiBrmoptìilvs 


BATTERIO 


YOGURT 


LactoÒBCJtitis bufgattcus 


BATTERIO 


YOGURT 


ProptQflibacteftum shermanu 


BATTERIO 


FORMAGGIO SWZZf RO 


Giticonaòacte* suboxidan& 


BATTERIO 


ACETO 


Peniatltum roQuefortìi 


MUFFA 


GORGONZOLA. ROOUEFORT 


PemC'ittum cBTTwmbùflit 


MUFFA 


FORMAGGI CAMEMBERT E BRIE 


A&pefgtftus oryzae 


MUFFA 


SAKÉ E IDROLISI DELL AMIDO Di RISO] 


fìhtzapus 


MUFFA 


1EUPER 


MtJtQf 


MUFFA 


SUfU SCAGLIATA DI SOIA) 


Monascus purpurea 


MUFFA 


ANG-KAK (RISO ROSSO} 



PRODOTTI CHIMICI INDUSTRIALI 



Sacctiaromyt;e$ cerewsiae 


LIEVFTO 


ALCOOL ETILICO (DAL GLUCOSIO] 


KtuyvBromyces fragilts 


LIEVITO 


ALCOOL ETILICO (DAL LATTOSlOi 


Closlrrdium aceiùbutY^Cum 


BATTERIO 


ACETONE E ALCOOL BUTILICO 


Aspetgiiìus ntger 


Mi.fr a 


ACIDO CITRICO 


XanrhomonaB campasins 


BATTERIO 


POLlSACCAmp 



AMMINOACIDI E NUCLEOTIDi AROMATIZZANTI 



CQryfietoBCierium giutamKiuni 


BATTERIO 


L-LISINA 


Corynebacieriufrt gitttamtcum 


BATTERIO 


AC«0O 5 INOSINICO E ACIDO 
5 -GUAM IL ICO 



PROTEINE DA ORGANISMI UNICELLULARE 



Candida uhH 


LIEVITO 


PROTEINE MICROBICHE DA POLPA 
Dt LEGNO PER PRODUZIONE Di CARTA 


Sacctìaromycopsts tipoiyitca 


LIEVITO 


PROTEINE MICROBICHE 
DA ALCANJ DEL PETROLIO 


Mamylophtlus mùttiytotrophus 


BATTERIO 


PROTEINE MICROBICHE RICAVATE 

OA COLTURA SU METANO METANOLO 



Eremotheautn asntoyi 


LIEVITO 


RIBOFLAVINA 


Pseudomonas demtnhcans 


BATTERIO 


VITAMINA B„ 


Pròpionibaclvnum 


BATTERIO 


VITAMINA B„ 



Asperges otyzae 


MUFFA 


AMILASI 


AspergtHus mger 


MUFFA 


GLUCAMfLASl 


Trichodarma feestt 


MUFFA 


CELLULASI 




Saccftaromyces carevisiam 


LIEVITO 


INSERTASI 


Ktvyvaromycas fragtUs 


LIEVITO 


LATTASI 


Saccharpmycopsis Hpoiyticé 


LIÈVITO 


LIPASI 


Aspergtifus 


MUFFA 


PECTINASI E PROTÉASI 


Badtìua 


BATTERIO 


PROTEASI 


Endothia parasìnca 


MUFFA 


CAGLIO MICROBICO 



POLISACCARIDI 



Leticonostoc mesenterOides 


BATTERIO 


OESTRANO 


Xanthomonas campestre 


BATTERIO 


XANTANO 



PRODOTTI FARMACEUTICI 



P&niciHufn chrysogenum 



Cmpnaiosponum acremafuum 
Slraptomyc&S 



Bactftus bt&vi& 

8ac<liu$ sufiMrs 

BactHus pofymyxa 
Rfjfzopus ntgncans 



Arltrrotia-Ctef Stmptex 
Mycobact&num 

IBRIDOMI 



LINEE CELLULARI DI MAMMIFERO 



Escbertchia colf 
(con la tecnologia 
del DNA ri corti binante) 



MUFFA 
MUFFA 



BATTERIO 



BATTERIO 



BATTERIO 



BATTERIO 



MUFFA 



BATTERIO 
BATTERIO 



BATTERIO 



PENICILLINE 



CEFALOSPORINE 
AMFOTERICINA 8. CANAMlClNE r 
NEOMICWE, STREPTOMICINA 
TETRACICLINE. ECC 



GRAMICIDINA 5 



BAC1TRACINA 



POLIMIXlNAe 



STEROIDI TRASFORMATI 



STEROIDI TRASFORMATI 



STEROIDI TRASFORMATI 



IMMUNOGLOBUL1NE E 
ANTICORPI MONOCLONALI 



INTERFERONE 



INSULINA, ORMONE DELLA 
CRESCITA UMANO. SOMATOSTATINA 
INTERFERONE 





CAROTENOIDI 




Biakestea ttispora 


MUFFA 


BETA-CAROTENE 


Phaffia rhodozyma 


LIEVITO 


ASTAXANTINA 



BATTERI ENTOMOPATOGENI 



Ba&tius ttìunngten&fS 


BATTERIO 


BIOINSÉTTICID1 


Bactltus popitltav 


BATTERIO 


BSOINSETTICIDI 



genere contiene specie patogene per 
piante e animali, ma vi sono anche specie 
non patogene, che vivono nel suolo e che 
hanno un'importanza industriale. Sì trai- 
la di anaerobi facoltativi, ma la crescita 
avviene meglio in aerobiosi. I corinebal- 
teri sintetizzano una catalani, che decom- 
pone il perossido di idrogeno (H^O?) in 
acqua e ossigeno. 

Un altro ampio gruppo di microrgani- 
smi procarioti del suolo, i veri attinomice- 
ti, è formato da aerobi stretti con esigenze 
nutritive semplici. Includono molti gene- 
ri, il cui sviluppo vegetativo porta esclusi- 
vamente a un micetio. Sono Gram-positi- 
vi e non formano endospore. Di gran lun- 
ga il genere più numeroso, nel gruppo, è 
Streptomyces, le cui specie hanno assunto 
maggiore importanza quando si è scoper- 
to che secernono antibiotici utili. Il carat- 
teristico odore del suolo forestale impre- 
gnato d'umidità è dato da composti volati- 
li elaborali dagli Streptomyces. Quando si 
fanno crescere degli attinomiceti su un 
terreno solido, essi non solo formano un 
micelio finemente ramificato, ma danno 
anche origine a ife subaeree, che si diffe- 
renziano in ealene di conidiospore. Ogni 
conidiospora, a sua volta, può generare 
una microcolonia che costituisce un mice- 
lio. Un altro genere di veri attinomiceti è 
Micromonospora, alcune specie del quale 
secernono anch'esse antibiotici. Le loro 
colonie non hanno miceli subaerei. Le 
conidiospore si formano, invece, singo- 
larmente alla sommità di corte ramifica- 
zioni delle ife, diffuse nella colonia. 

1e ce l Iute umane cominciarono a essere 
-* coltivate in vitro in laboratorio all'i- 
nizio del secolo. Tuttavia, per le colture di 
tessuti tli mammifero non \cnne trovilo 
alcun significativo impiego industriale 
fino agli inizi degli anni cinquanta, quan- 
do si scoperse che il virus della poliomieli- 
te poteva essere coltivato su tessuti umani 
e di scimmia per produrre vaccini, L'inte- 
resse per le linee cellulari umane è au- 
mentato molto da allora, con T applica- 
zione delle colture in vitro nell'isolamen- 
to e nella produzione di altri virus, nella 
produzione di proteine estremamente 
specifiche (come l'interferone e gli anti- 
corpi), nella ricerca sul cancro e nella 
chemioterapia antivirale. 

Le cellule dei mammiferi sono natu- 
ralmente elicanole e sono, in generale, 
più complesse - perla loro organizzazione 
interna - delle cellule dei funghi e dei 
lieviti. Una differenza fondamentale tra 
le cellule dei mammiferi e le cellule dei 
microrganismi è che le prime non possie- 
dono una rigida parete esterna: il loro 
citoplasma è delimitato solo da una sottile 



I principali prodotti industriati ottenuti con 
1* ausilio di microrganismi vanno da prodotti 
noti dall'antichità (come la birra, il formaggio 
e il pane lievitato} alle più recenti creazioni 
della tecnologia basata sul DNA ri combinante 
(insulina, ormone della crescita umano). La 
tecnologia cellulare è stata, di recente, allar- 
gata per potervi includere la coltura di cellule 
di mammifero come Tonti di nuovi prodotti. 



membrana. Questa membrana plasmati- 
ca regola l'assunzione di sostanze nutriti» 
ve necessarie per il mantenimento e la 
divisione della cellula e la sua liberazione 
dei prodotti metabolici. Nei tessuti soma- 
tici (cioè tessuti che non svolgono funzio- 
ni riproduttive), le cellule sono diploidi e 
si dividono per mitosi. La costrizione del- 
le membrane sene a dividere la cellula in 
due. La divisione cellulare richiede un 
tempo che e dell'ordine delle 24 ore, in 
confronto a quello, variabile dall'ora e 
mezzo alle due ore e mezzo, tipico dei 
lieviti, e a quello, compreso tra i 20 e i 60 
minuti, dei batteri, Normalmente le cellu- 
le dei mammìferi sono disposte in struttu- 
re tridimensionali, quali organi e muscoli, 
ma quando crescono in coltura, possono 
galleggiare liberamente o formare, in 
superficie, uno strato unicellulare, 

Le esigenze nutritive delle cellule dei 
mammiferi sono parecchio più complesse 
di quelle delle cellule dei microrganismi 
elicanoti Esse necessitano di un miscu- 
glio di amminoacidi per poter sintetizzare 
le loro proteine e di purine e pirimidine 
perla sintesi degli acidi nucleici. Il terreno 
di coltura, che si può preparare con acqua 
purissima de ioni zzata, deve contenere 
glucosio come fonte di carbonio e di ener- 
gia, un miscuglio di vitamine e un altro 
miscuglio dosato di salì minerali per poter 
conservare la cellula alla giusta pressione 
osmotica e per tamponare il mezzo al va- 
lore ottimale di pH (che è circa 7,2). Il 
mezzo deve anche essere arricchito di pic- 
cole quantità di antibiotici per tenere sot- 
to controllo te infezioni batteriche e deve 
consistere di una percentuale di siero di 
sangue (umano o dì feto bovino) variabile 
dal 5 al 20 percento. In alcuni casi posso- 
no essere utilizzate, in sostituzione del 
siero intero, delle proteine del siero speci- 
fiche quando è necessario avere una col- 
tura che sia priva di quest'ultimo. Per uno 
sviluppo ottimale, è necessario che le col- 
ture siano tenute a una temperatura at- 
torno ai 37 gradi centigradi. Al di sotto 
dei 36 gradi centigradi, le cellule si divi- 
dono molto lentamente o non si dividono 
affatto. Al di sopra dei 38 gradi centigra- 
di, muoiono, La maggior parte delle linee 
cellulari dei mammiferi, incluse quelle 
umane, può essere conservata illimitata- 
mente se viene raffreddata, poco per vol- 
ta* fino a una temperatura di -180 gradi 
centigradi. 

Le linee cellulari dei mammiferi si for- 
mano, di norma, a partire da tessuto em- 
brionale. Il procedimento normale com- 
porta la preparazione di una sospensione 
di cellule isolate mediante trattamento 
de! tessuto disperso con l'enzima digeren- 
te tripsina. Se si lascia sedimentare sulla 
superficie piatta di un recipiente di coltu- 
ra una sospensione di cellule di tessuto in 
una soluzione nutritiva, le cellule si ap- 
piattiscono e sì dividono formando uno 
strato monocellulare, Quando fattività di 
crescita è ben avviata, si possono ottenere 
delle soUocolture rompendo con cura 
lamine o ammassi cellulari. Alcuni tipi di 
cellule possono anche svilupparsi in so- 
spensione. La tecnica abituale ricorre a 
bottiglie cilindriche che vengono fatte 



ruotare lentamente attorno al loro asse 
lungo, Le rese cellulari possono anche 
essere aumentate aggiungendo alla so- 
spensione piccole sferette di materiale 
polimerico inerte, che fungono da micro- 
trasportatori. Colture in sommersione si 
possono anche realizzare in recipienti con 
una capacità superiore ai 1000 litri e sot- 
toposti a violenti movimenti. 

Oggi da cellule batteriche, in particola- 
re da Exoii, nel quale il gene per 
ottenere il prodotto desiderato viene in- 
trodotto con le tecniche del DNA ricom- 
binante, si possono ottenere un piccolo 
numero di proteine e di polipetidi di utili- 
tà terapeutica, come l'insulina e la soma- 
tostatina (un peptide che consìste di sole 
14 unità amminoacidiche) umane. La 
separazione di proteine del genere dalle 
proteine microbiche e da altri costituenti 
cellulari, molti dei quali estremamente 
tossici.presenta grosse difficoltà. La rimo- 
zione di proteine estranee può essere evi- 
tata o semplificata, usando linee cellulari 
di mammifero (uomo incluso) modificate 
per aumentarne la produttività. 

Una proteina che viene prodotta cor- 
rentemente su vasta scala (anche se anco- 
ra solo in laboratorio) da linee cellulari di 
mammifero è l'interferone, un agente an- 
tivirale. Ve ne sono di parecchi tipi, pro- 
venienti non solo da differenti specie di 
mammiferi, ma anche dalla stessa specie, 
pur essendo diversi. Uno dei principali 
problemi da affrontare quando lo si ottie- 
ne da cellule in coltura è la sua concentra- 
zione estremamente bassa. La sua produ- 
zione ha inizio facendo crescere una par- 
ticolare linea cellulare in una soluzione 
nutritiva per circa una settimana, A que- 
sto stadio non viene ancora sintetizzalo 
interferone o ne viene prodotto solo 
poco. La sostanza nutritiva viene allora 
sostituita con un induttore che contiene 
tipicamente un miscuglio di RN A sinteti- 
co a doppio filamento, costituito da polii- 
nosìna e da cilosina e di destrano die lì- 
lamminoetilìco. I due composti inducono 
nelle cellule l'avvio della produzione di 
interferone. Prima che le cellule cominci- 
no a riversare T interferone nel mezzo, 
questo viene sostituito ancora una volta 
con un mezzo contenente altre sostanze 
(come l'insulina e il guanosinfosfato o 
piccole concentrazioni di albumina di sie- 
ro), che aumentano, come e siato dimo- 
strato, la resa dell'interferone o la sua 
stabilità. Infine, si raccoglie il terreno di 
coltura, lo si concentra, lo si dializza e lo si 
fa essiccare congelandolo. 

Il materiale che ne risulta conitene solo 
Io 0,1 per cento dì interferone puro, per 
cui si devono mettere in atto altri metodi 
di purificazione. Uno dei più efficaci e 
specifici è la cromatografia basata sulla 
immunoaf finità. Anticorpi monoclonali 
con una affinità per un particolare tipo di 
interferone si possono far aderire a sfere 
dì polisaccaridi, che vengono poi intro- 
dotte in una colonna di vetro. Quando la 
soluzione grezza di interferone viene fatta 
passare attraverso tale colonnare mole- 
cole di interferone vengono adsorbite sul- 
le sfere, mentre le impurezze passano ol- 



tre. L'interferone viene poi staccato dalle 
sfere ed eluito dalla colonna alterando il 
prY di quest'ultima con una opportuna 
soluzione di lavaggio, in un unico passag- 
gio attraverso la colonna, l'attività dell'in- 
terferone può essere aumentata di qual- 
cosa come 5000 volte. 

Anche gli anticorpi monoclonali si sono 
£*■ resi disponibili solo di recente in 
quantità industriali, con tecniche in cui le 
cellule di mammìfero normali vengono 
ibridate con cellule di tumori maligni del 
sistema immunitario. 11 sistema immuni- 
tario normale è in grado di sintetizzare 
perlomeno un milione di differenti tipi di 
anticorpi per combattere e inattivare pro- 
teine estranee o altri anligenì che possono 
invadere il corpo. Una cellula di mieloma 
maligno, invece, sintetizza solo un unico 
tipo di anticorpo: una immunoglobulina 
che può essere una qualsiasi delle innu- 
merevoli proteine possìbili. Le cellule di 
mieloma proliferano rapidamente e si 
possono coltivare in vitro illimitatamente 
a partire da un'unica cellula. Non posso- 
no, tuttavia, essere indotte a produrre 
anticorpi contro un antigene specifico. 

Questa difficoltà è stata superata nel 
1 975, quando Cesar Milstein e collabora- 
tori del Medicai Research Counctl Labo- 
ratory of Molecular Biology di Cambrid- 
ge, in Inghilterra, hanno avuto l'idea di 
fondere cellule di mieloma di topo con 
linfociti B di milza di topo, immunizzato 
con un antigene specìfico. Nel risultante 
mieloma ibrido o «ibridoma», le cellule 
avevano le proprietà di ambedue le cellu- 
le genitrici o parentali: r immortalità e la 
capacità di secernere grandi quantitativi 
di un unico specifico tipo di anticorpo, 
Nella selezione delle cellule ibride rima- 
nevano da definire molti particolari, tra 
cui le proprietà genetiche delle cellule 
animali ibride 

Le ricerche di Milstein hanno dischiuso 
una nuova era nella immunologia speri- 
mentale* I problemi associali in prece- 
denza con gli antisie ri contenenti miscugli 
di anticorpi (eteroantisieri) potevano fi- 
nalmente, almeno in teoria, essere evitati. 
Nel 1980, Carlo M. Croce e collaboratori 
dello Wistar Institute of Anaiomy and 
Biology di Philadelphia sono riusciti a 
produrre con successo un ibridoma stabi- 
le, in traspeci fico, umano, produttore di 
antigeni, fondendo dei linfociti B, prove- 
nienti da un paziente affetto da mieloma 
multiplo, con linfociti periferici di un pa- 
ziente affetto da panencefalite subacuta. I 
suddetti ricercatori hanno notato che le 
cellule deiribridoma nato da questa fu- 
sione secem evano molecole di immuno- 
globulina M umana, specifica per i com- 
ponenti del virus del morbillo. Anche se 
solo un numero limitato di linee cellulari 
umane porta a ibridomi che secernono 
attivamente anticorpi specifici, le ricerche 
di Croce e collaboratori mettono in evi- 
denza la possibilità di ottenere ibridi di 
linfociti B umani, che continuino a pro- 
durre anticorpi umani contro una varietà 
di virus patogeni. La potenzialità di mi- 
gliorare Timmunoterapia umana e dun- 
que notevole. 
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Programmazione genetica 
di microrganismi per l'industria 
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/ prodotti dei microrganismi sono specificati dai geni. Su questi ultimi 
l'uomo ha attuato un'intensa selezione e oggi è in grado di intervenire 
direttamente combinando geni vantaggiosi provenienti da organismi diversi 



Un microrganismo può essere con- 
siderato una macchina perfet- 
ti» me me integrata che si è evo- 
luta nella direzione delle proprie finalità; 
!a sopravvivenza e la riproduzione. Un 
batterio o una cellula di lievito «selvatici» 
si sono strettamente adattati, grazie alla 
selezione naturale, al loro ambiente e alla 
competizione con le altre specie; non 
sono adattati invece alla produzione di 
sostanze che interessano l'uomo. La 
moderna microbiologia industriale ri- 
chiede la selezione o la costruzione di 
organismi «mostruosi», programmati 
geneticamente in modo tale o da fornire 
un normale prodotto metabolico in quan- 
tità tanto elevate da costituire una perdila 
disastrosa di risorse energetiche e di nu- 
trienti per un organismo selvatico o da 
produrre una sostanza che non fa parte 
del suo repertorio metabolico normale. 

1 primi passi verso il controllo e il mi- 
glioramento dei processi microbiologici 
furono mossi solo poco più di cento anni 
fa, quando furono isolati e fatti crescere in 
colture pure i batteri e i funghi che produ- 
cevano le sostanze desiderate e divenne 
possibile selezionare ceppi particolar- 
mente adatti a un determinalo compito. 

La selezione mediante incrocio di par- 
ticolari ceppi industriali fu possibile solo 
più tardi, quando si conobbe qualcosa del- 
la genetica microbica. Dapprima vi fu la 
scoperta di alcuni dei meccanismi di mu- 
tazione: l'improvviso cambiamento di un 
gene, l'unità dì informazione ereditaria, 
in una nuova forma, Mutazioni erano sta- 
te indotte in laboratorio per mezzo dei 



di David A. Hopwood 



raggi X fin dal 1927, mentre la scoperta, 
dopo il 1945, di una vasta gamma di altre 
radiazioni fortemente mutagene e di 
mutageni chimici fornì ai microbiologi 
una potente serie di strumenti per cam- 
biare la composizione genetica delle loro 
colture. Verso la metà degli anni quaranta 
si ebbero progressi in genetica che resero 
possibile il rimaneggiamento dell'infor- 
mazione genetica mediante la ricombina- 
zione dei geni di due o più organismi: si 
scopri che i batteri si riproducono ses- 
sualmente mediante una bizzarra forma 
di accoppiamento e persino mediante lo 
scambio di DNA nudo, mentre nuovi si- 
stemi genetici furono scoperti nei funghi. 
La migliore comprensione di questi pro- 
cessi diede inizio all'enorme progresso 
della genetica microbica e della biologia 
molecolare che è tuttora in corso. 

Negli anni che seguirono la seconda 
guerra mondiale l'industria della fermenta- 
zione subì importanti cambiamenti, sia nel- 
la capacità sia nel volume di produzione, 
grazie alla preparazione industriale dì anti- 
biotici. La penicillina era stata ottenuta 
durante la guerra ed essa fu seguita da una 
gamma sempre crescente di nuovi antibio- 
tici efficaci contro un'ampia serie di malat- 
tie da batteri e funghi- Successivamente 
furono sviluppa te nuove fermentazioni nel- 
le quali i microrganismi producevano altre 
sostanze pure, come amminoacidi (i com- 
ponenti delle proteine J e nucleotidi (i com- 
ponenti del DNA). Queste sostanze non 
potevano venire prodotte economicamen- 
te dagli organismi selvatici. La loro produ- 
zione a livello industriale dipendeva da 



Nella pagina » fronte un plasmide isolato da un batterio è ingrandito 1 15 000 volte al microscopio 
elettronico, I pi asm idi sono piccole molecole circolari di l)\ \ presenti al di fuori del cromosoma 
batterico, fondamentali nella riprogram ma rione genetica dei microrganismi perché possono 
essere trasferiti da un ceppo a un altro (anche di specie diversa ) servendo da vettori per introdurre 
informazioni genetiche nuove, con le tecniche del DNA ricombinante* nei batteri. Questo pìasmide 
è stato isolato da Sfrepsomyces eoeficafor da Mervyn Bibb nel laboratorio dell'autore e ombreg* 
già lo con platino per aumentarne lo spessore apparente; la doppia elica di DNA ha una circonfe- 
renza di circa IO micrometri e comprende circa 30 000 coppie di basi di DNA, sufficienti per 30 geni. 



manipolazioni genetiche e, per questo mo- 
tivo, la nuova industria delle fermentazioni 
e la nuova scienza della genetica microbica 
si svilupparono parallelamente. Per molto 
tempo, tuttavia (e a dispetto delle attese di 
alcuni genetisti accademici), l'apporto da 
parte della scienza genetica di un apprezza- 
bile contributo alla programmazione dei 
microrganismi industriali fu l'eccezione 
piuttosto che la regola. 

Questa situazione cambiò drasticamen- 
te dopoché furono annunciali nel 1973 gli 
esperimen ti sul DN A rieombi nati te e sulla 
clonazione molecolare. Furono sviluppate 
nuove tecniche che resero possibile (al- 
meno teoricamente) il trasferimento di 
geni da una fonte qualsiasi in un microrga- 
nismo qualsiasi. Queste tecniche di inge- 
gneria genetica sono potentissimi stru- 
menti di laboratorio per rivelare Éastruttu- 
ra e la funzione dei geni. Esse hanno anche 
immense potenzialità sia per la coltura dì 
ceppi industriali di microrganismi che pos- 
sono dare prodotti di fermentazione com- 
pletamente nuovi come l'insulina umana e 
l'ormone della crescila, sia per lo sviluppo 
razionale di nuovi ceppi meglio adattati 
alla produzione dei tradizionali prodotti di 
fermentazione. L'ingegneria genetica ha 
colpito l'immaginazione di manager e 
imprenditori, ma è solo il tetrodi un edifi- 
cio della genetica microbica costruito du- 
rante gli ultimi 35 anni; è solo una (sebbe- 
ne la più entusiasmante) delle numerose 
S fa cefe 1 1 a t u re de 1 1 a progra m m azi o ne gè n e- 
tica dì microrganismi industriali. 

'M'elle cellule viventi 1 informazione 
" genetica è immagazzinata nella mo- 
lecola filiforme del DNA. In un batterio 
tìpico l'insieme fondamentale dell'infor- 
mazione è codificato in una singola, lun- 
ga» ingarbugliata molecola di DNA: il 
cromosoma batterico. Esso è una doppia 
elica costituita da due filamenti ciascuno 
dei quali è una catena di nucleotidi, Cia- 
scun nucleoli de è caratterizzato da una 
delle quattro basi: adenina (A}, guanina 
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( G), timina ( T) e ci tosi na (C). Le basi sono 
complementari tra loro: Tadenina su di un 
filamento è appaiata con una timina del 
filamento opposto e la guanina è appaiata 
con la citosina. La molecola è un doppio 
filamento circolare chiuso, di almeno un 
millìmetro di circonferenza (fortemente 
ripiegato per essere contenuto in una cel- 
lula batterica che ha un diametro di un 
millesimo di millimetro) costituito da 
molti miliardi di coppie di basi, Il conte- 
nato informativo totale del batterio è lo- 
calizzato nell'insieme di molte migliaia di 
«geni strutturali» (ciascuno dei quali è 
lungo circa 1 000 coppie di basi) che speci- 
ficano per lo stesso numero di proteine, 
soprattutto enzimi. L'informazione è co- 
dificata dalla sequenza di basi su di un 
filamento di DNA e ciascun «codone» 
costituito da tre basi specìfica per uno dei 
20 amminoacidi; un gene strutturale diri- 
ge il meccanismo cellulare in modo da 
riunire alcune centinaia di amminoacidi 
in una particolare sequenza lineare per 
formare una specifica proteìna. 

Non tutto il DNA ha questa funzione 
codificante. Sequenze di basi adiacenti ai 
geni strutturali ne controllano l'espres- 
sione: la loro trascrizione in un RNA 
messaggero complementare allo stampo 
di DNA e la traduzione dell 1 RNA mes- 
saggero in proteine sugli organelli cellula- 
ri delti ribosomi. Due regioni di controllo 
regolano la trascrizione. Una è costituita 
dal promotore, una breve sequenza di 
basi che permette all'enzima RNA-poli- 
m e rasi di legarsi al DNA e di scorrere 
lungo di esso, iniziando ta trascrizione in 
RNA del filamento codificante, a partire 
da un punto situato prima dell'inizio dei 



gene strutturale; Taltra regione di con- 
trollo è un segnale che indica il termine 
della trascrizione alla fine del gene strut- 
turale, Nei geni sensibili alla concentra- 
zione istantanea di un particolare meta- 
holita nella cellula (o in un mezzo di col- 
tura), siti aggiuntivi nelle regioni del 
promotore e dei termina tore interagisco- 
no con le proteine regolatrici che si legano 
al DNA. Per esempio, la sequenza del- 
('«operatore», situata tra il promotore e il 
gene strutturale, può legare una proteina 
«repressore», la quale è a sua volta il prò* 
dotto di uno specifico gene regolatore: il 
legame di un repressore, possibilmente 
solo in presenza di un particolare metano- 
li ta, impedisce la trascrizione del gene 
strutturale. Altre sequenze, dopo essere 
state trascritte nelPRNA messaggero, 
controllano la traduzione- Un «sito dì 
legame sul ribosoma» lega l'RN A al ribo- 
soma, permettendo l'avvìo della tradu- 
zione a un segnale di «partenza» che è 
costituito dal primo codone del gene 
strutturale; un segnale di «arresto» all'e- 
stremità del gene determina il distacco 
della catena proteica compieta. 

Una programmazione genetica razio- 
nale dipende da una chiara comprensione 
di queste caratteristiche del DNA e delle 
loro differenze nei vari organismi. I cam- 
biamenti in una regione codificante, per 
esempio, possono alterare la sequenza di 
amminoacidi di un enzima e perciò altera- 
re la sua attività. La minima alterazione 
della sequenza di un promotore può au- 
mentare la probabilità che la RNA-polì- 
m era si sì leghi al promotore e così aumen- 
ti la velocità di trascrizione. Mutazioni 
nelle regioni dell'operatore o in un gene 



regolatore possono impedire che un re- 
pressore si leghi e perciò intensificare 
molto (dereprìmere) la trascrizione. D'al- 
tra parte, geni trapiantati da un organi- 
smo a un altro non imparentato verranno 
espressi solo se i promotori e i siti di lega- 
me del ribosoma dei due organismi sono 
sufficientemente simili. 

Il codice genetico e la biochimica fon- 
damentale della trascrizione e della tra- 
duzione sono gli stessi nei procarìotì (bat- 
teri) e negli eucarioti (tutti gli organismi 
superiori dalle alghe all'uomo), ma i se- 
gnali di controllo sono diversi, così come 
sono diverse l'organizzazione e l'espres- 
sione del DNA. Negli eucarioti il DNA è 
associato a proteine e suddiviso in un cer- 
to numero dì cromosomi distinti raggrup- 
pati in un nucleo delimitato da una mem- 
brana. Gli organismi eucarioti come i 
funghi hanno forse una quantità di DNA 
superiore dì 10 volte a quella dei batteri; 
le piante superiori e gli animali hanno 
migliaia di volte tale quantità. L'aumento 
del contenuto di DNA è molto superiore 
all'aumento del numero di geni, anche 
perché molti geni negli eucarioti sono di- 
scontìnui: sequenze non codificanti («in- 
troni») si trovano all'interno dei geni 
strutturali. Gli introni vengono trascritti 
insieme alle sequenze codificanti («eso- 
ni»), ma non vengono espressi; vengono 
rimossi durante un processo di saldatura 
che unisce gli esoni di un medesimo gene 
per formare l'RN A messaggero completo 
che viene tradotto nella proteina. Gli in- 
troni sono rari nei geni dei funghi, ma 
sono presenti nella maggior parte dei geni 
degli eucarioti superiori. La loro presenza 
complica la manipolazione del DNA ri- 



combinante perché i batteri sono privi 
degli enzimi che permettono di eliminarli 
dal prodotto primario della trascrizione 
dell' RNA cosi che un gene eucariote con- 
tenente introni non può essere espresso 
nei batteri. 

To sviluppo di un microrganismo indu- 
" striale fatto «su misura» da un batte- 
rio o da un fungo selvatico richiede il 
cambiamento delta sua informazione 
genetica in modo da eliminare le proprie- 
tà indesiderate, accentuare quelle deside- 
rate o introdurne altre completamente 
nuove. Esistono numerosi modi per otte- 
nere tali cambiamenti. Un modo è quello 
dì approfittare delle mutazioni o di indur- 
le. Il tipo più semplice di mutazione è la 
mutazione puntiforme: il cambiamento di 
una coppia di basi (per esempio adenina- 
-timina) in un'altra (guanina-citosina). In 
altri casi una coppia di basì o un breve 
tratto dì DNA può essere perso per dele- 
zione da una sequenza, o una nuova cop- 
pia di basì può essere inserita. Questi 
cambiamenti sono eventi spontanei in 
qualsiasi DNA, probabilmente come con- 
seguenza degli errori nella sua replicazio- 
ne di generazione in generazione, ma le 
mutazioni spontanee sono rare, interes- 
sando una data coppia di basi solo circa 
una volta su 100 milioni di replicazioni, 
La frequenza di mutazione può essere 
aumentata almeno mille volte esponendo 
i microrganismi ad agenti mutageni come 
le radiazioni ultraviolette, le radiazioni 
ionizzanti (raggi X, raggi gamma o neu- 
troni) e una moltitudine di composti chi- 
mici apparentemente non collegati tra 
loro i quali possono reagire con le basi del 



DNA o interferire con la sua replicazione, 
I mutageni colpiscono i geni a caso. 
Ciascun agente può agire specificamente 
su di una particolare base o gruppo di basi 
(per esempio, le radiazioni ultraviolette 
tendono a legare due limine adiacenti sul- 
lo stesso filamento di DNA), ma tutti i 
geni sono catene delle stesse basi. È quin- 
di praticamente impossibile indurre una 
mutazione solo in un particolare gene 
(sebbene in qualsiasi gene particolari trat- 
tamenti possano provocare mutazioni 
soprattutto in determinate posizioni). Per 
migliorare un ceppo mediante mutazione 
bisogna affidarsi a test sensibili che ren- 
dano possibile il riconoscimento dei rari 
mutanti che possiedono le caratteristiche 
desiderate. 

Alcuni procedimenti sono diretti. Per 
selezionare dei mutanti resistenti a una 
sostanza che inibisce la crescita dei ceppi 
non mutati, per esempio, si possono se- 
minare molti milioni di cellule del ceppo 
di partenza su una piastra di coltura con- 
tenente l'inibitore; soltanto ì mutanti re- 
sistenti si riprodurranno e formeranno 
colonie. Altri tipi di mutanti possono es- 
sere isolati solo verificando le proprietà di 
colonie prese a caso in recipienti di coltu- 
ra singoli o persino in versioni ridotte di 
fermentatori industriali; in tal caso sono 
necessari mutageni potenti in modo che si 
possa sperare di trovare il mutante desi- 
derato esaminando migliaia, anziché mi- 
lioni, di individui. Due strategie molto 
diverse per migliorare i microrganismi 
industriali attraverso una riprogramma- 
zione muta/ io naie sono illustrate da 
esempi riguardanti la produzione di am- 
minoacidi e di antibiotici. 



Ta lisina e un amminoacido essenziale 
^ per la nutrizione degli animali in 
quanto essi non sono capaci di sintetiz- 
zarlo, ma molte proteine vegetali ne sono 
carenti. La lisina viene perciò prodotta 
mediante fermentazione e serve come 
integratore di mangimi animali, La fer~ 
mentazione si basa su di una approfondi- 
ta conoscenza sia della via che conduce 
alla biosintesi batterica dell'amminoaci- 
do, sia della regolazione genetica della 
via biosintetica. Un abile sfruttamento di 
questa conoscenza ha permesso dì sele- 
zionare ceppi mutanti di Brevibacterium 
ftavum e Corynebacterìum glutamkum i 
quali convertono in Lisina più di un terzo 
dello zucchero presente in un terreno di 
fermentazione producendo, fino a 75 
grammi di lisina per litro di terreno di 
coltura. In questi batteri La lisina è un 
prodotto finale di una via ramificata che 
conduce anche alla sìntesi degli ammi- 
noacidi metionina e treonina. 

Il meccanismo di controllo principale 
che assicura La sintesi di tali amminoacidi 
in quantità sufficienti, ma non eccessive, 
ai bisogni del batterio, è una inibizione 
retroattiva del primo enzima della via, 
Taspartatochinasi, mediante l'azione 
combinata di treonina e lisina. Cioè, l'ac- 
cumulo di questi due amminoacidi in 
eccesso rispetto alle esigenze dell'organi- 
smo tende a bloccare la loro sintesi ini- 
bendo l'attività dell'enzima; una scarsità 
di treonina e lisina, invece, ne aumenta la 
velocità dì sintesi. 

Una superproduzione di lisina, molto 
superiore alte necessità del batterio, è sta- 
ta ottenuta mediante risola mento di due 
tipi di mutanti. In un tipo, una mutazione 
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SEQUENZA CODIFICANTE DEL GENE STRUTTURALE 
(LUNGHEZZA MEDIA CIRCA MILLE COPPIE DI BASI) 



GCACCTAGAGATCCTTCTAGGT 
TACGTGGATCTCTAGGAAGATCCA 



GCCGGATGTGTGAAGCGAAGTT 
CGGCCTACACACTTCGCTTCAAT 



REGIONE 

DI TERMINAZIONE 



L'informa /ione genetica viene conservala nella doppia elica di DNA 
(ti). Ciascun filamento dell'elica è una catena di nucleotidi, ciascuno dei 
quali comprende uno zucchero, desossiribosio e un gruppo fosfato, che 
costi! ui scono lo scheletro del filamento, e una delle quattro basi: adeni- 
na (A), guanina fG), timina (T) e citosina (C). I/informazione viene 
codificata dalla sequenza di basi lungo un filamento. la complementa- 
rità delle basi ii sempre appaiata a /', e 6 a C) è la base della re- 



SITO DI LEGAME 
RIBOSOMICO 



CODONE 
)t INIZIO 



TRASCRIZIONE 



I 



CODONE DI 
ARRESTO 



RNA MESSAGGERO 



TRADUZIONE 



CATENA PROTElCAi 



plica zinne del DNA e dalla sua espressione (mostrata qui per il DNA 
batterico) come proteina. L'espressione ini/ in con la trascrizione della 
sequenza di basi del DNA (b) in un filamento di RNA messaggero (c) t 
che corrisponde al filamento codificante del DNA tranne che per il 
fatto che furacìle iti sostituisce la timina, La trascrizione nell'RN A e 
la traduzione nella proteina vengono regolate da speciali sequenze i in 
itero) rispettivamente nel DNA e nell'RNA. L'enzima che opera la 
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trascrizione, RNA- poi ime rasi, si attacca a una regione del promotore 
che (nel batterio Eschenchia coti ) ha le sequenze specifiche (o minime 
variazioni di esse) mostrate, circa 10 e 35 coppie di basi prima del sito di 
inizio-trascrizione: oltre la fine del gene strutturale una regione di 
terminazione fa cessare la trascrizione da parte della polimerasi. In 
alcuni geni una sequenza operatore, che può legare una molecola 
repressore, fornisce un ulteriore controllo. L'RN A messaggero viene 



ARRESTO 



tradotto sui ribosomi; ciascuna tripletta dì basi (codone } codifica per un 
particolare amminoacido e specifica la sua incorporazione nella catena 
proteica in accrescimento* Un sito di attacco ribosomico sulTRNA 
permette l'inizio della traduzione a un codone di «partenza» che è sempre 
AVO e specifica l'amminoacido metionina (Met). La traduzione proce- 
de fino a un codone di arresto (LA A è una delle tre possibilità) che indica 
la fine della traduzione e il distacco della catena proteica completata. 
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L'espressione del DNA è diversa nei procariotì e negli elicanoli- Nei 
procarioti l'inforni azione genetica, codificala in un filamento continuo 
di DNA a doppia elica che costituisce un gene strutturale, viene trascrit- 
ta direttamente nell'RN A messaggero, che viene tradotto per fare una 
proteina. Negli elicanoti alcuni geni strutturali (la maggior parte, negli 



eu canori superiori) sono discontinui: sequenze end incanii o «e» 
sono separate da sequenze non codificami o «introni», 1/ intero gene 
viene tra scritto per formare un prodotto primario della trascrizione o 
«trascritto primario» di RNA» Poi le parti corrispondenti agli introni 
vengono eliminate, e gli esoni sono saldati a formare FRN A messaggero. 
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La riprogrammazione mutazionale fornisce ceppi batterici che produ- 
cono grandi quantità dell'amminoacido fondamentale lisina. Nei ceppi 
selvatici (a) la lisina è un prodotto, insieme agii amminoacidi treonina e 
metionina* di una via metabolica ramificata controllata principalmente 
da un'inibizione retroattiva: Fattività dell'enzima appartato eh ina si vie- 
ne inibita da quantità eccessive di lisina e treonina che agiscono con- 



temporaneamente, II controllo viene aggirato in due tipi di ceppi mu- 
tanti. In un tipo ih) una mutazione inattiva l'enzima omoserinadeidro- 
gcmisi. prevenendo perciò l'accumulo e l'inibizione dell'aspa rtutochi- 
nasi da parte della treonom Nell'altro caso di viene mutato il gene 
stesso codificante per l'aspa ri at oc h inasi; l'enzima alterato funziona, ma 
non è inibito dalla lisina anche quando essa è presente in eccesso* 



nel gene che codifica per l'enzima omosc- 
rinadeidrogenasì abolisce l'attività del- 
Tenzima e quindi impedisce al batterio di 
sintetizzare la treonina (uno dei prodotti 
inibenti) e la metionina. Quando questo 
auxotrofo, o mutante nutrizionale, viene 
fatto crescere in un terreno contenente 
quantità di treonina e metionina suffi- 
cienti alla crescita, ma non sufficienti a 
inibirer mediante un azione combinata 
con la lisina, l'attività dell'aspartatochi- 
nasi, la via metabolica della lisina conti- 
nua a operare a piena velocità. I mutanti 
auxotrofi vengono selezionati analizzan- 
do migliaia di colonie che sono state trat- 
tale con un mutageno; gli auxotrofi cre- 
scono solo se particolari fattori di crescita 
(in questo caso metkmirui e treonina) 
vengono aggiunti al terreno di coltura. Gli 
auxoirofi possono essere isolati più effi- 
cientemente inoculando una coltura trai? 
tata con un mutageno in un terreno man- 
cante del fattore di crescita appropriato e 
contenente penicillina, che uccide solo i 
batteri che si riproducono; gli auxotrofi 
non possono crescere e quindi sopravvi- 
vono, mentre i batteri non mutati vengo- 
no uccisi. 

Un tipo diverso di mutanti possiede 
una forma alterata del rasparla lochi nasi 
stessa, la quale conserva abbastanza bene 
la sua attività enzimatica, ma non reagisce 
con la lisina e ha quindi persola sua sensi- 
bilità all'inibizione retroattiva; ancora, 
alte concentrazioni di lisina si accumula- 
no nel fermentatore, Questi mutanti han- 
no potuto venire selezionati perché sono 
resistenti a un composto chiamato AEC, 
che assomiglia talmente alla lisina da imi- 
tare il suo effetto regolatore, inibendo ra- 
spati a tochinasi anche se non viene sinte- 
tizzata lisina. In presenza dì AEC* i ceppi 
selvatici muoiono a causa dell'incapacità 
di sintetizzare la lisina, mentre i mutanti 
proliferano e formano colonie. 

/^lli antibiotici sono molto diversi. Essi 
^^ vengono sintetizzati solo in partico- 
lari momenti del ciclo vitale di alcune 
muffe, alti nomiceli (batteri filamentosi) e 
batteri spori genL La loro regolazione 
genetica è finora scarsamente compresa, 
ma la quantità di antibiotico prodotta si- 
curamente dipende da molti fattori. I si- 
stemi di controllo reagiscono a vari aspet- 
ti del metabolismo cellulare (la disponibi- 
lità di carbonio, azoto e fosfati liberi, per 
esempio), alla sintesi di precursori chimici 
necessari per la produzione dell'antibioti- 
co e alla resistenza dell'organismo ai suoi 
stessi antibiotici potenzialmente tossici. 
Siccome ta produzione di un antibiotico 
dipende da centinaia di geni, e impossibi- 
le trovare singole mutazioni che possano 
alzare la produzione dai pochi milli- 
grammi per litro di un ceppo selvatico a 
un livello economico, come i 20 grammi o 
più per litro dì penicillina o tetraciclina 
che vengono ottenuti ora dai ceppi indu- 
striali óiPenieilliiwì vhrysogenum eStrep- 
romyces aurea fueiens. 

Questi ceppi veramente strabiliami 
sono stati sviluppati attraverso molti cicli 
successivi di mutazione e selezione. In 
ciascun ciclo una coltura viene trattata 
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ORGANISMO SELVATICO 

La produzione di antibiotico da parte di un microrganismo dipende da un gran numero di geni e 
può essere migliorata per mula/ione, selezione e successivi incroci. Un ceppo selvatico viene 
tranato con un agente mutageno Mi e le colonie figlie vengono sottoposte a screening così da 
individuare quelle a più elevata produttività. Il procedimento viene ripetuto: i ceppi migliori (in 
artort) vengono selezionati e sottoposti di nuovo a muta/ione. I due mutanti migliori (2h che in 
questo caso hanno probabilmente sei mutazioni ciascuno e perciò differiscono tra loro per 12 geni 
» parti di geni, vengono incrociali, la ricombinazione può dare origine a2 u nuovi genotipi, mol- 
li dei quali si dimostreranno capati di una più alta resa di antibiotico. Questi ultimi (3) posso- 
no ancora essere migliorati sottoponendoli a ricoui binazione o a un altro ciclo di muta/ione. 
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Il lievito dì birra Saccharftmyces carlsbergensì* trasforma lo zucchero Ut alcool e anidride carboni* 
ca ma fermenta solo T81 per cento dello zucchero presente nel liquido di fermentazione* Un ceppo 
di lieviti» capace di fermentare tutto lo zucchero e quindi produrre una birra adatta ai diabetici 
perché priva di zucchero Tu sviluppato incrociando numerose specie di lievito per ricombinare i 
geni che codificano per gli enzimi che trasformano i diversi zuccheri, 5. diastaìicus fermenta le 
destrine. Incrociandolo con 5. carisber^ensìs sì ottiene un ibrido che Fermenta la destrine, ma 
produce una birra disgustosa. R cinema andò Ti bri do più volte con %. carfsher^tnsis si ottiene 
T ibrido I, che trasforma il 94 J per cento dello zucchero e dà una birra accettabile. Incroci andò 
l'ibrido con un lievito selvatico che fermenta risomattosio si ottiene l'ibrido II. che trasforma tutto 
lo zucchero, Incrociando tra toro ceppi di ibrido II si ottiene un ceppo migliorato (ibrido III). 
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BATTERIO DONATOHE 



TRASFERIMENTO 




BATTERIO RICEVENTE 




CROSSING-OVER 
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BATTERIO 
RICOM BINATO 



La ricom binazione omologa avviene nei batteri quando un pezzo di cromosoma di una cellula 
donatrice entra in una cellula accettrice mediante uno dei numerosi processi naturali o indotti 
artificialmente. Il DNA donatore può accoppiarsi con una regione omologa, o corrispondente, del 
cromosoma accettare, spezzarsi e scambiare segmenti nel processo chiamato crossing-over (sim- 
bolo * >, producendo una nuova combinazione dei geni del donatore e delT accettare. Nel caso del 
cromosoma a cinque geni qui schematizzato, risultano 2 5 , o 32 possibili combinazioni di geni: il 
gene donatore/! sostituisce il gene a nel cromosoma; il gene a t escluso dal cromosoma, si degrada. 



con un agente mutageno e vengono esa- 
minate migliaia delle colonie risultanti; 
quando viene trovato un mutante che 
dimostra un significativo aumento di pro- 
duttività* esso serve come punto di par- 
tenza per un nuovo ciclo di muta genesi e 
di screening. In questo modo l'evoluzione 
dell'organismo viene incanalata in una 
direzione non naturale finché non si sia 
sviluppato un ceppo che dia una resa eco- 
nomicamente favorevole del Tanti biotico. 
Tale lavoro è lento e laborioso e ì suoi 
risultati non si possono prevedere» perché 
i livelli di antibiotico sono fortemente in- 
fluenzati non solo dai geni dell'organismo 
che li produce, ma anche dalle condizioni 
della coltura. Nelle prime fasi di un pro- 
gramma per il miglioramento della resa si 
possono trovare mutanti vantaggiosi 
semplicemente analizzando il prodotto di 
colonie che crescono su piastre dì coltura, 
ma alla fine i ceppi selezionati devono 
essere valutati in condizioni che imitino 
(il più fedelmente possibile) quelle che 
verranno incontrate durante la produzio- 
ne commerciale in fermentatori giganti 
contenenti 80 000 litri (o più) di terreno 
di coltura. 

1a mutazione altera i geni di un micror- 
J ganismo. La ricombinazione, l'altro 
metodo fondamentale di programmazio- 
ne genetica, riordina i geni o parti di geni 
e riunisce in un singolo organismo l'in- 



formazione genetica proveniente da due 
o più organismi. La ri combinazione è 
provocata da una grande varietà di pro- 
cessi spontanei e di tecniche di laborato- 
rio. La ricom binazione omologa avviene 
quando i cromosomi di un batterio o dì un 
eucariota le cui sequenze di basi del DN A 
sono simili si uniscono attraverso qualche 
processo di accoppiamento e si scambia- 
no parti corrispondenti attraverso la rot- 
tura e la ricongiunzione del DNA. Nel 
caso degli eucarioti la riproduzione ses- 
suale fornisce un'altro processo di rime- 
scolamento, il ria ssorti mento, nel quale i 
corredi cromosomici derivati dai due in* 
dividui vengono rimescolati. 

La ricombinazione omologa è sorpren- 
dentemente efficace nel creare nuovi 
genotipi. Se due individui differiscono per 
n geni o parti di geni, la ricombinazione 
fra i loro corredi di geni produrrà 2 n geno- 
tipi. L'accoppiamento tra microrganismi 
di due ceppi diversi il cui DNA differisce 
solo per una dozzina di coppie di basi 
sparse fra miliardi dì paia di basì può ori- 
ginare fino a 2 13 nuovi genotipi. Nella 
maggior parte dei casi le cellule progeni- 
trici differiscono per un numero di coppie 
di basi assai superiori e ciò fa in modo che 
il loro incrocio dia origine a un numero 
astronomico di combinazioni. Sebbene 
quasi tutti i microrganismi siano proba- 
bilmente capaci di scambiare geni con 
ceppi a essi imparentati, sono piuttosto 



pochi i casi in cui le potenzialità della 
ricombinazione spontanea sono state 
sfruttate per sviluppare colture industriali 
che utilizzano le opportune caratteristi- 
che possedute da svariati ceppi. I lieviti 
industriali forniscono alcuni esempì di 
questa utilizzazione. 

Il ciclo vitale più semplice nei lieviti è 
quello in cui un singolo ceppo è aploìde 
invece che diploide, Esso ha cioè solo una 
serie di cromosomi che portano l'intero 
corredo genetico al contrario di quanto 
avviene nella maggior parte degli animali 
e delle piante in cui due serie di cromo- 
somi portano due copie di ciascun gene. 
Una tipica cellula di lievito può andare 
incontro alla riproduzione sessuale, e 
quindi alla ricombinazione genetica, solo 
quando incontra un ceppo correlato di 
«sesso» opposto. Le due cellule si fondo- 
no per originare una cellula provvisoria- 
mente diploide, all'interno della quale 
vengono formate spore sessuali aploids 
contenenti differenti combinazioni dei 
geni delle cellule progenitrici, I lieviti 
industriali si discostano spesso da questo 
semplice esempio: possono avere nume- 
rosi corredi cromosomici o accoppiarsi 
solo saltuariamente, L'ibridazione di 
ceppi diversi - spesso anche di ceppi di 
specie diverse - ha svolto tuttavia una 
funzione importante nello sviluppo di lie- 
viti industriali particolarmente ben adat- 
tati alla rapida produzione di pane con i 
metodi moderni industriali, alla distilla- 
zione di liquori a più elevato contenuto 
alcolico e alla produzione di birre speciali 
dalle quali sono stati rimossi quasi tutti i 
Carboidrati solubili. 

Normalmente solo i membri di specie 
strettamente correlate si accoppiano con 
successo. Le barriere naturali alla ricom- 
binazione fra organismi diversi possono, 
tuttavia, spesso venire eliminate con la 
preparazione di prò topi asti: cellule batte- 
riche o fungine le cui resistenti pareti 
esterne sono state rimosse per esporre la 
sottile membrana cellulare. Siccome le 
membrane cellulari hanno circa [a stessa 
composizione nella maggior parte delle 
specie, ì protoplasti di specie diverse pos- 
sono essere indotti a fondersi formando 
una cellula ibrida ed esponendo i loro 
geni alla ricombinazione. 

La fusione di protoplasti può anche 
dimostrarsi una tecnica efficace per au- 
mentare la frequenza di ricombinazione 
intraspecifica in organismi nei quali l'ac- 
coppiamento spontaneo sia un fenomeno 
raro, come avviene in molte specie del- 
la ttinom ice te Strepwmyces* I protoplasti 
vengono preparati mediante digestione 
della parete cellulare batterica con l'en- 
zima li sozi ma; Pope razione vi e ne e segu i - 
ta in una soluzione zuccherina la cui pres- 
sione osmotica bilancia la pressione pre- 
sente all'interno della cellula, prevenen- 
do lo scoppio della delicata membrana 
cellulare. La fusione dei protoplasti di 
due ceppi diversi viene favorita mediante 
trattamento con un agente come il glicol 
polietilenico, in questo modo il DNA del- 
le cellule progenitrici può venir ricombi- 
nato nella cellula ibrida cosi ottenuta, I 
protoplasti Ìbridi possono essere indotti a 



ricostituire la loro parete cellulare per 
produrre una coltura normale. La fusione 
è così efficiente che le cellule di due ceppi 
di Strepwmyces possono essere ibridate 
per dare origine a una popolazione in cui 
almeno una cellula su cinque ha una nuo- 
va combinazione di geni. Ciò consenti- 
rebbe di combinare ira loro, attraverso un 
solo passaggio, gruppi di geni che median- 
te mutazioni e selezioni eseguite su linee 
cellulari separate si sono dimostrati alta- 
mente produttivi. 

\J[ e n tre la ricombinazione omologa 
A"- porta a uno scambio di parti corri- 
spondenti di DNA, altre forme di ricom- 
binazione aggiungono nuovo DNA a 
quello già posseduto dal microrganismo. 
Un procedimento di questo tipo è il tra- 
sferimento di plasmidi* Questi sono picco- 
le molecole circolari di DNA extracromo- 
somico, che si trovano nei batteri e in 
alcuni lieviti, sono capaci di replicazione 
autonoma nella cellula e vengono eredita- 
ti dalle cellule figlie. I plasmidi spesso 
portano geni che conferiscono ai batteri 
particolari proprietà specializzate. Essi 
possono essere trasferiti da un ceppo bat- 
terico a un altro non correlato, e qualche 
volta a specie diverse, per introdurre pro- 
prietà genetiche completamente nuove. 
Alcuni plasmidi codificano per strutture 
che provocano l'accoppiamento batteri- 
co» e perciò favoriscono il proprio trasfe- 
rimento da cellula a cellula. I plasmidi 
possono anche essere trasferiti da un bat- 
terio a un altro a opera di un batteriofago, 
o virus batterico. Inoltre il DNA del pla- 
smide anudo» in quanto liberato dallo 
scoppio (spontaneo o indotto) della sua 
cellula ospite, può entrare in una nuova 
cellula con il processo detto di trasforma- 
zione, che può essere molto facilitalo da 
varie tecniche di laboratorio* 

Un esempio di incrocio a scopo di mi- 
glioramento mediante il trasferimento di 
plasmidi esistenti in natura è la «costru- 
zione* di un batterio in grado di metabo- 
lizzare, e quindi di degradare, la maggior 
parte degli idrocarburi del petrolio. Pa- 
recchi ceppi di Psetidomonas putida con- 
tengono un plasmide che codifica per gli 
enzimi che digeriscono una singola classe 
di idrocarburi, Tali plasmidi sono: OCT\ 
che digerisce ottano, esano e decano; 
XYL+chz digerisce sia xilene che toluene; 
CVl M, che digerisce la canfora e NAH che 
digerisce il naftalene. 

Due dei plasmidi [CAM e NAH) pro- 
vocano il loro trasferimento inducendo 
l'accoppiamento tra i batteri; gli altri pla- 
smidi non sono in grado di farlo, ma pos- 
sono essere trasferiti se vengono forniti 
altri plasmidi che inducono l'accoppia- 
mento. Per mezzo dì incroci successivi è 
stato creato un «supermicrobo» che con- 
tiene i plasmidi XYL e NAH come pure 
un plasmide ibrido derivato da parti ri- 
combinanti dt CAM e OCT (che sono 
«incompatibili* e non possono coesistere 
come plasmidi distinti nello stesso batte- 
rio), Il batterio multiptasmidico cresce 
rapidamente su un substrato di petrolio 
grezzo perché metabolizza un maggior 
numero di idrocarburi rispetto a ciascuno 



dei ceppi contenenti un sìngolo plasmide. 
Rimane da vedere se il supermierobo sarà 
efficace nel ripulire le perdite di petrolio e 
le stive delle navi cisterna, ma esso ha già 
costituito un precedente legale: il suo 
brevetto, il primo mai rilasciato per un 
microrganismo geneticamente manipola- 
to, è stato confermalo dalla Corte Supre* 
ma degli Stati Uniti. 



Ci sono altri plasmidi in natura che por- 
tano geni codificanti caratteri di interesse 
industriale. Nel mio laboratorio al John 
Innes Institute in Inghilterra abbiamo 
scoperto che la sintesi di alcuni degli anti- 
biotici prodotti dalle varie specie di Sirep* 
tomyces non è controllata da un DNA 
contenuto nei cromosomi, ma da un pla- 
smide; la diversità di questi antibiotici li 
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La ricombinazione negli eucarioti comprende il crossing-over Tra parti di cromosomi e iJ i 
timento dei cromosomi. Un lievito tipico è aploìde durante la maggior parte del su» ciclo vitale; 
possiede, infatti, un singolo corredo dì 15 o più cromosomi (qui ne vengono mostrati solo due). 
Due cellule di tipi riproduttivi opposti (a) possono unirsi (b) ; poi i toro nuclei si fondono per 
formare un nucleo diploide con due serie complete di cromosomi. Durante la meiosi (una fase 
della riproduzione sessuale) i cromosomi si trasformano in strutture doppie formate da due 
cromatidi (e). I cromosomi omologhi si accoppiano e si scambiano parti dei cromatidi per 
crossi ng-o ver. Poi si formano quattro spore sessuali a pio idi (d): ciascuna può avere una combi- 
na/ ione di geni diversa (in nero e in colore) da quella delle cellule progenitrici: i geni sullo stes- 
so cromosoma ri, a; U, hi si ricombinano mediante crossing-over e i geni presenti sui cromoso- 
mi diversi vengono mescolati quando i membri delle coppie di cromosomi si riassortiscono. 
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I protii piasti sferici e te cellule batteriche da cui sono siati generali sono ingranditi circa 1500 volte 
tn questa mi crofotog rafia eseguita da keiih Chaler e dall'autore. Una resistente parete cellulare 
avvolge le cellule filamentose dell'aitinomi cete Streptomyces coetieolor {a sinistra). La parete 
viene digerita con liso/ima. che lascia ogni cellula avvolta nella sottile membrana cellulare; i 
protopfasti (a destra) sono sferici perche sono in una soluzione di zucchero concentrato la cui 
pressione osmotica bilancia quella all'interim della cellula, e possono essere indotti a fondersi. 



rende adatti a una vasta gamma di appli- 
cazioni, non solo nella medicina umana e 
veterinaria, ma anche come integratori 
della nutrizione animale e per controllare 
alcune malattie delle piante. Il trasferi- 
mento in un unico Streptomyces ospite di 
vari pi a smidi che codificano per diversi 
antibiotici potrebbe dare la possibilità ai 
loro enzimi di cooperare nella sìntesi di 
antibiotici dotati di nuove proprietà. 



CELLULE BATTERICHE 



La capacità di isolare il DNA contenuto 
J nei pìasmidi da una coltura e di indur- 
re un'altra coltura ad assorbirlo è la base 
della maggior parte delle manipolazioni 
sul DNA ricombinante. Uno o più geni 
provenienti da un organismo non correla- 
to» o un gene sintetizzato artificialmente, 
possono essere inseriti in un plasmide il 
quale, a sua volta, viene introdotto in un 
nuovo ospite microbico. 11 plasmide 



FUSIONE DI PROTOPLASTI 




PARETE CELLULARE 
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PROTOPLASTI 

La fusione di protoplasti permette di ri corri binare ì geni di due specie che non si accoppiano o di 
aumentare In ricci m bina/i un e tra due ceppi di un urbanismo come Streptomyces, che si accoppia 
raramente. I proto piasti sono formati dalle ce H ole ói Streptomyces (a sinistra). I proto piasti di due 
ceppi vengono trattati con plico! pò li etilenico (a destra) e si fondono, formando una nuova cellula 
ibrida contenente due cromosomi, i cui segmenti si ricombinano per produrre un nuovo genotipo* 



quindi serve come vettore per i geni che 
non hanno alcuna controparte nell'orga- 
nismo che lì riceve e che perciò non po- 
trebbero essere stabilmente ereditati at- 
traverso la ricombinazione omologa; tali 
geni possono ora essere trasmessi indefi- 
nitamente attraverso generazioni succes- 
sive quando il plasmidc si replica. Anche 
il DNA di alcuni virus può servire come 
vettore» a patto che questi virus possano 
infettare un microrganismo e venire ere- 
ditati senza uccidere L'ospite. Molti virus 
batterici (i baueriofagi «temperati») pos- 
sono farlo» così come alcuni virus che in- 
fettano piante e animali, aprendo la via 
all'ingegneria genetica delle cellule ani- 
mali e vegetali per scopi industriali così 
come avviene già per i microrganismi. 

Le tecniche del DNA ricombinantc pos- 
sono esse re utili/za te per diversi scopi. L'o- 
biettivo più conosciuto è la produzione di 
una proteina» come un enzima o un or- 
mone» da parte di un microrganismo che 
normalmente non la sintetizza. L'idea è di 
trasferire un singolo gene codificante il 
prodotto desiderato in un microrganismo 
ospite e far crescere l'organismo su gran- 
de scala. Un obiettivo alquanto diverso di 
ingegneria applicata ai pìasmidi è il mi- 
glioramento genetico di un ceppo indu- 
striale preesistente. Invece di introdurre 
una capacità genetica completamente 
nuova si può migliorare l'efficienza di 
un ceppo modificandone l'informazione 
genetica. Infine le tecniche del DNA ri- 
combinante dovrebbero consentire di 
migliorare la precisione delle metodiche 
tradizionali consentendo la mutazione dì 
sili specifici in geni particolari e superan- 
do quindi la natura fortuita della mutage- 
nesi normale. 

I metodi fondamentali della tecnologìa 
del DNA ricombinante possono essere 
descritti nei termini della loro applicazio- 
ne per la produzione di una proteina desi- 
derata. Il lavoro svolto negli ultimi anni in 
laboratori di tutto il mondo ha permesso 
di «tagliare» abbastanza facilmente mo- 
lecole giganti di DNA, come quelle pre- 
senti nei cromosomi* in un numero dì cor- 
ti frammenti con l'aiuto di speciali enzimi» 
noti come endonucleasidi restrizione» che 
tagliano il DNA in specifici siti. Alcuni di 
questi enzimi producono frammenti con 
«estremità coesive». I frammenti che por- 
tano il gene che deve essere trasferito 
vengono inseriti nel pìasmide (o batterio- 
fago) vettore tagliato con lo stesso enzima 
e perciò avente le estremità complemen- 
tari a quelle del frammento. 1 pìasmidi 
ricombinanti risultanti vengono introdot- 
ti in E. coli mediante trasformazione. I 
cloni di batteri (colonie di cellule derivate 
da un'unica cellula progenitrice) che con- 
tengono il plasmide possono essere sele- 
zionati perché crescono in presenza dì un 
antibiotico» la resistenza al quale è detcr- 
minata da un gene sul plasmide. La pre- 
senza del frammento estraneo desiderato 
nel plasmide ricombinante può essere poi 
riconosciuta per mezzo di sensibili test 
per l'identificazione del prodotto protei- 
co desiderato. I batteri che contengono il 
plasmide possono poi essere fatti crescere 
in cloni di miliardi di cellule» ciascuna del- 



le quali porta una copia del gene estraneo, 
È possibile in teoria, sebbene laborioso 
in pratica» clonare quasi ogni gene deside- 
rato» come il gene naturale umano per 
l'insulina , Questo può essere fatto clo- 
nando «alla cieca» DNA umano: intro- 



ducendo nei pìasmidi e poi in E.coli un 
campione casuale di frammenti delle 
dimensioni di un gene del complemento 
del DNA umano totale e cercando poi il 
batterio opportunamente trasformato tra 
circa un milione di cloni, Tali cellule, tut- 
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tavia, non possono servire come fabbrica 
batterica di insulina, perché ì batteri non 
possono esprimere ì geni degli elicanoti 
che contengono gli introni. Si deve co- 
struire un gene artificiale non interrotto» 
Un metodo alternativo può consistere 
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SUPERMICROBO 



Il «supermi crono» che può metabolizzane alcuni idrocarburi del petro- 
lio viene costruito manipolando i pìasmidi. La capacità di quattro ceppi 
diversi di Pneudomonas putida di metabolizzare la canfora (CAM*. 
ruttano tot il* Io xilene t\ > f I e il itaftalene t \ Ufi dipende da 
enzimi i cui geni non sono sul cromosoma, ma su pìasmidi diversi. Un 



ceppo the può degradare tutti i quattro idrocarburi viene costruito 
mediante incroci successivi. Siccome i pìasmidi CAM e OCT non pos- 
sono coesistere in una cellula è necessario un ulteriore passaggio: un 
plasmide ibrido in cui sono ricombinate le partì dei pìasmidi che nelle 
cellule progenitrici portavano i geni codificanti per gli enzimi necessari. 
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DNA RICOMBINATO 



Le endonucleasi di restrizione sono enzimi batterici che riconoscono 
particolari brevi sequenze palili dro miche (dotate di simmetria rota- 
zionale) in un filamento di DNA e tagliano il filamento in siti specifici. 
L'enzima Damili (così denominato per la sua origine, Baci Mas amy- 
ioty ficus) e molte altre endonucleasi tagliano il DNA in un modo 



che lascia corte sequenze a singola elica chiamate estremità coesive 
perché te loro basi sono complementari. Due DNA di origine diversa 
(in colore e in grigio), entrambi tagliati da BamHÌ f possono essere 
uniti mediante l'accoppiamento delle basi* Le «spaziature» nello sche- 
letro del DNA risultante vengono saldate dall'enzima DNA-ligasi. 
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Un gene estraneo viene introdotto nel batterio Escherichia coli sul 
plasmide vettore per produrre un clone di batteri contenenti il gene. 
Qui il plasmide porta I geni per la resistenza agli antibiotici ampiciilina e 
tetraciclina. In plasmide trattato con Barn HI viene tagliato a una 
estremità entro il gene della resistenza alla tetraciclina; si formano cosi 
le estremità coesive. Il DNA di un organismo donatore viene tagliato 
con BamHì in un certo numero di frammenti che hanno le stesse 
estremità coesive. Il vettore tagliato e il DNA donatore vengono me- 
scolati, uniti per le estremità coesive e saldati. Si forma una miscela di 
molècole: plasmidi che hanno riassunto la forma circolare (a sinistra), 
plasmidi ricombinanti contenenti un segmento del DNA donatore (al 
centro) e DNA donatore circolare (a destra}. I batteri E. coti vengono 



trasformati con la miscela: essi incorporano varie molecole. Se la mole- 
cola trasformata è un plasmide, si replica e viene ereditata dai batteri 
figli rendendoli resistenti ali 'ampiciilina. Queste cellule (A , B) vengono 
riconosciute perché sono in grado di crescere in un terreno contenente 
ampiciilina mentre le cellule non trasformate, o le cellule trasformate 
solo dal DNA donatore (C) t vengono uccise. Le colonie resistenti 
alTampicillina vengono «replicate» su un disco e trasferite su un terre- 
no di coltura contenente tetraciclina oltre che ampiciilina; a questo 
punto tutte le cellule contenenti plasmidi ricombinanti (B) vengono 
uccise poiché il gene della resistenza alla tetraciclina dei plasmidi è stato 
inattivato. La coltura che ha dato origine alla colonia B viene analizzala 
per identificare i cloni che contengono particolari geni del donatore. 



nell'isolamento deirRNA messaggero 
estratto dalle cellule del pancreas umano 
che producono l'insulina. Queste cellule 
sono ricche di RNA messaggero per l'in- 
sulina, da cui gli introni sono già stati 
exrisi. Con l'enzima chiamato trascrittasi 
inversa sì può fare una «copia di DNA» 
artificiale (che chiameremo brevemente 
DNA-copia) che porta Tin formazione 
genetica continua per l'insulina; questa 
copia può quindi essere clonata. Un altro 
metodo utilizzabile, se è nota la sequenza 
di amminoacidi di una proteina come nel 
caso della insulina umana, è quello dì sin- 
tetizzare un gene artificiale riunendo i 
nucleot idi di DNA appropriati in accordo 
con il codice genetico. 

Né un DNA-copia né un gene sintetiz- 
zato artificialmente portano il promotore 
appropriato e gli altri segnali di controllo 
necessari all'espressione nei batteri. È 
necessario, quindi, introdurre il gene arti- 
ficiale nel DNA vettore in un punto in cui 
i segnali di controllo batterici sul vettore 
regolino l'espressione del gene artificiale. 
E questo non è tutto. 1 batteri spesso dige- 
riscono le proteine estranee, così che La 
cellula ospite può dover essere modificata 
per evitare che essa distrugga il proprio 
nuovo prodotto; può essere necessario 
selezionare un ospite mutante che abbia 
perso gli enzimi per la digestione delle 
proteine. L'ospite deve anche essere sele- 
zionato o modificato per crescere bene 
malgrado l'accumulo o la secrezione di 
grandi quantità di una proteina del tutto 
inutile nei suoi confronti. Lo stimolo 
commerciale allo sviluppo di fermenta- 
zioni in grado di produrre proteine utili 
dal punto di vista terapeutico come l'insu- 
lina umana, l'ormone ideila crescita o l'a- 
gente antivirale interferone è talmente 
grande che indurrà a superare tutti gli 
ostacoli che si frappongono alla loro pro- 
duzione su vasta scala. 

Dovrebbe anche divenire possibile 
programmare i microrganismi per pro- 
durre proteine che non si trovano in natu- 
ra in alcun organismo. Il recente buon 
esito della clonazione dei geni del DN A- 
-copia per l'interferone umano ha rivelato 
che esiste un numero sorprendentemente 
grande di interferoni» che differiscono 
non solo nella sequenza degli amminoa- 
cidi ma anche nelle loro proprietà. Si po- 
trebbero produrre membri completamen- 
te nuovi della famiglia dell'interferone 
mediante l'equi valente artificiale della 
ricombinazione omologa: saldando tra 
loro parti di due geni, isolati da due cloni 
di Exolì, che codificano per interferoni 
naturali diversi. Il gene ibrido verrebbe 
poi reintrodotto nell'ospite batterico. 
Questo metodo potrebbe fornire un gran 
numero di molecole nuove il cui valore 
terapeutico andrebbe analizzato. 

TI miglioramento genetico di un ceppo 
■1 esistente è opportuno nel caso di so- 
stanze, come gli antibiotici e gli alcaloidi, 
che non vengono codificate direttamente 
dai geni, ma sono invece sintetizzate at- 
traverso vie controllate da un certo nume- 
ro di prodotti genici. Piuttosto che intra- 
prendere l'immane compito di trapianta- 



re l'intero corredo dì geni per un determi- 
nato prodotto in un ospite completamen- 
te estraneo non abituato a esprimerli, si 
può modificare l'informazione genetica di 
un ceppo industriale esistente. Si potreb- 
be, per esempio, aumentare il flusso at- 
traverso un collo di bottiglia metabolico 
aggiungendo copie duplicate di un gene, o 



fornire un microrganismo di un nuovo 
e mima capace di modificare un me t aboli- 
ta naturale per produrre una sostanza de- 
siderata. Si stanno sviluppando a tale sco- 
po sistemi di clonazione adatti. 

Un esempio di riprogram inazione me- 
diante ingegneria genetica dì un micror- 
ganismo di valore industriale per otte- 




MUTANTE4S1 (G0GAT") 



AS1 (GDH-) 

Per mezzo dell 'ingegnerìa geoelica si sostituisce uria via metabolica dell'azoto ad alto consumo di 
energia fin colore scuro) con una catena simile ma a basso consumo dì energia (in colore chiaro), 
in un microrganismo industriale, un ceppo di Methylophilus methylotrophus chiamato .451. 
Entrambe le vie metaboliche assumono azoto sotto forma di ammonìaca e lo introducono negli 
amminoacidi per formare proteine, ma il passaggio ad arido glutammico catalizzato dall'enzima 
GDH (in E .coti e in altre specie) non richiede l'energia dell' ATP, mentre uno dei due passaggi 
catalizzati dagli enzimi GS e GOGAT (in ,451) la richiede. Per mezzo delle tecniche del DNA 
ricombinante il gene che codifica per l'enzima GDH viene isolato da Eccoli e saldato a un plasmide 
(I). E. coli mutanti mancanti di GDH vengono trasformati cori il plasmide ricombinante (2); le 
cellule trasformate vengono riconosciute perche ricavano l'azoto dall'ammonìaca- 1 plasmidi 
ricombinanti sono di nuovo isolati e introdotti in cellule ASI mutanti prive del gene per il GOGAT 
(3). Le cellule .451 (4) trasformate sintetizzano il GDH e perciò crescono piò velocemente. 
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nerne uno ancora migliore è basato su un 
ceppo di Methyiophìlus methylotrophm 
denominato A5L Le cellule vengono fat- 
te crescere in fermentatori giganti e poi 
raccolte e disidratate per fornire un'inte- 
grazione ricca di proteine ai mangimi 
animali. -451 dipende dal metanolo come 
fonie di carbonio e dall'ammoniaca come 
fonte di azoto. La via metabolica median- 
te la quale trasforma ('ammoniaca in pro- 
teine attraverso Tacido glutammico inizia 



con due reazioni catalizzate dagli enzimi 
gtutamminasimetasi (GS) e glutammato- 
sintetasi (GOGAT), La via dissipa ener- 
gia perché la reazione catalizzata dalla GS 
avviene a spese del trasduttore cellulare 
di energia ade nosint rifosfato (ATP). In 
alcuni altri batteri, compreso E, coli r esi- 
ste una via metabolica che dipende da un 
enzima diverso, la glutammatodeidroge- 
nasi (GDH), per la produzione di acido 
glutammico e richiede meno energia. 
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Le «macchine del gene», di cui sono ora disponibili vane versioni, possono sintetizzare alcune 
corte sequenze di DNA a singola elica in modo automalico e veloce sotto il controllo di un 
m km L-h boni fon-, h sdnmnH/yata fai una tcrsium' prodotti* clalhi Ilio 1 ogicals, una società 
canadese. La sequenza di basi desiderata viene battola su di una tastiera, li microelaboratore 
regola ['apertura di valvole che permettono il pompaggio dei successivi nucleotidi e dei reagenti e 
solventi richiesti attraverso la colonna del sintetizzatore. La colonna è piena di minuscole sferette 
di silice (delle dimensioni approssimative della sabbia fine); ogni sferetta serve come supporlo 
solido mi cui vengono montate le molecole di DNA. Per costruire una data sequenza fh) si usa una 
colonna in cui molte migliaia di copie del nucleoside {base più zucchero) che si dovrà trovare alla 
cosiddetta estremità y della sequenza (una / in questo caso) sono state fissate a ogni sferetta, 
lasciando libera l'estremità 5 1 del nucleoside. Il microelaboratore pompa milioni di copie del 
nucleolide successivo (A), la cui estremità 5 1 è protetta contro reazioni indesiderate, nella 
colonna, e le sequenze A si legano alle 7. L'agente protettivo viene successivamente rimosso, 
lasciando l'estremità S 1 libera di reagire con il nucieotìde successivo (C). In questo modo sono 
state sintetizzate catene di circa 40 nucleotidi alla velocità di circa un nucleolide ogni 30 minuti. 



È stato sviluppato un ceppo di AS 1 che 
consuma meno energia. Per prima cosa è 
stato isolato un mutarne auxotrofo di /l SI 
che mancava di GOGAT; esso non pote- 
va trasformare l'ammoniaca in proteine. 
Poi il gene per La GDH di E.coìi è stato 
clonato introducendo frammenti di DNA 
cromosomico normale di Exolt, saldati in 
un plasmide vettore, in un ceppo mutante 
di Exoii che manca della GDH; il clone 
desiderato poteva venire riconosciuto 
perché, a differenza deliaca// mutante, 
era in grado di utilizzare Tammoniaca. Il 
plasmide vettore era stato scelto per la 
sua capacità di venire trasferito (median- 
te accoppiamento o trasformazione) in 
batteri di molte specie diverse, incluso 
ASI, E così, nel passaggio finale, diveniva 
possibile trasferire il gene GDH clonato 
nell'auxotrofo ASI che mancava della 
GOGAT, ti ceppo risultante, contenente 
GDH anziché GOGAT, cresce effetti- 
vamente con un minor dispendio di ener- 
gia. Anche un modesto aumento dell'effi- 
cienza energetica è prezioso quando ven- 
gono prodotte migliaia di tonnellate di 
una sostanza. 

Un'applicazione particolarmente entu- 
siasmante della tecnologia del DNA ri- 
combinante è la mutagenesi diretta su un 
sito specifico (sito-diretta). La casualità 
della mutagenesi spontanea e anche in- 
dotta ha reso difficile trovare organismi 
mutanti con cambiamenti in sili specifici 
del loro DNA, Questo fatto non è fonda- 
mentale quando si vuole sviluppare un 
mutante auxotrofo privo di un particolare 
enzima, perché il bersaglio per la muta- 
genesi è piuttosto ampio: un cambiamen- 
to in alcune delle centinaia di coppie di 
basi di un gene può inattivarlo, È più dif- 
ficile, tuttavia, modificare una parte spe- 
cifica di un gene in un modo prestabilito 
per migliorare le sue prestazioni, come 
cambiare una particolare coppia di basi 
nella regione di un promotore per aumen- 
tare la velocità di trascrizione. Ora che un 
gene può venire isolato da un clone la sua 
sequenza di DNA può essere alterata da 
specifici trattamenti chimici al di fuori 
della cellula. Poi il gene può essere rein- 
trodotto nell'ospite e ci sì può affidare alla 
ricombinazione omologa per scambiare il 
nuovo gene con quello normale. 

T a genetica microbica industriale sta ora 
*-^ ' diventando maggiorenne. È disponi- 
bile una gamma di tecniche per la ripro- 
grammazione genetica che non avrebbe 
potuto essere immaginata solo pochi anni 
fa. Esse comprendono la mutagenesi di- 
retta verso un sito specifico per superare 
l'intrinseca casualità delle procedure ba- 
sate suirisolamento di mutanti, la fusione 
dei protoplasti per aumentare la potenza 
della ricombinazione spontanea e un'in- 
tera serie di manipolazioni del DNA ri- 
combinante per trapiantare i geni naturali 
e anche per farne dei nuovi. L'accorta 
applicazione di queste tecniche, singo- 
larmente o contemporaneamente, au- 
menterebbe enormemente la capacità 
dell'uomo di comprendere l'affascinante 
versatilità biochimica dei microrganismi, 
aumentandola e usandola con saggezza. 
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La produzione microbiologica 
di cibi e bevande 

Risalgono al Neolitico gli alimenti e le bevande più importanti 
prodotti per fermentazione: birra, vino, pane e formaggio; in seguito 
se ne sono aggiunti altri tra cui di recente le proteine unicellulari 

di Anthony H. Rose 



Già molto tempo prima che si so- 
spettasse resistenza dei micror- 
ganismi, essi agivano su cibi e 
bevande migliorandone la qualità o dete- 
riorandoli. Col tempo, ma sempre senza 
sapere che cosa succedesse dal punto di 
vista biologico, la gente imparò a incorag- 
giare e a sfruttare razione fermentativa 
dei microrganismi per la produzione di 
alimenti come formaggio e birra. Ora 
che l'attività microbica è stata quasi inte- 
gralmente compresa, i cibi fermentati e le 
bevande costituiscono un grosso e impor- 
tante settore dell'industria alimentare. 
Con l'avvento delle tecniche della pro- 
grammazione genetica, illustrate nel pre- 
cedente articolo da David. A. Hopwood, 
si possono prevedere avanzamenti su lar- 
ga scala nella qualità e nella precisione 
della produzione microbiologica di cibi e 
bevande. 

Il latte fu probabilmente uno dei primi 
prodotti del l'agri col tura. Poiché il latte 
viene rapidamente infettato dai batteri, 
che lo rendono acido convertendo il suo 
zucchero (lattosio) in acido lattico, è pro- 
babile che il formaggio sia stato uno dei 
primi cibi fermentati. Dopo millenni que- 
sto processo spontaneo venne gradual- 
mente sfruttato e sviluppato per produrre 
formaggi e prodotti simili. Oggi la produ- 
zione di latticini ottenuti in coltura è su- 
perata (in termini di vendite), tra le indu- 
strie che si basano su processi microbiolo- 
gici, solamente dalla produzione di be- 
vande alcooliche. 

Il casaro essenzialmente ha bisogno di 
aggiungere una coltura «starter» (che dà 



inizio al processo) di batteri al latte e di 
lasciare incubare questo miscuglio per un 
certo periodo di tempo. Successivamente 
si aggiunge un enzima proteolitico (che 
digerisce cioè la proteina) per coagulare i 
solidi nel latte inacidito. La fonte dell'en- 
zima era tradizionalmente il caglio, otte- 
nuto dal quarto stomaco di un vitello non 
svezzato, ma è stato gradatamente sosti- 
tuito da enzimi microbici. La cagliata 
coagulata viene separata dal siero di latte, 
pressata per far fuoriuscire parte dell'ac- 
qua e avvolta in stracci per farla asciuga- 
re. Nel caso di alcuni formaggi, viene sti- 
molata la crescila di microrganismi sulla 
parte esterna del formaggio stesso duran- 
te il processo di conservazione, 

Da circa un secolo il processo si è affi- 
nato al punto che i casari potrebbero in- 
terromperlo facendo affidamento su ir in- 
fezione spontanea del latte da parte dei 
batteri e possono utilizzare una o più spe- 
cie batteriche poste a coltura specifica- 
mente come starter del formaggio. La 
natura dei batteri impiegabili come star- 
ter è uno dei molti fattori che contribui- 
scono all'enorme varietà di formaggi. 
Altri fattori sono la temperatura dì pro- 
duzione e la presenza o l'assenza di una 
flora microbica secondaria sul formaggio, 

1 formaggi molli hanno un alto conte- 
nuto d'acqua (dal 50 all'80 per cento) e 
vengono classificati in stagionali e non. 
Un formaggio molle non stagionato è un 
prodotto finito che deriva tale e quale 
dagli stadi iniziali di lavorazione; un e- 
sempio tipico sono i vari tipi di ricotta. 
In un formaggio molle stagionato, come il 



Nella fotografìa della pagina a fronte sono visibili le caldaie di fermentazione in rame deli'impi un- 
to delta Pabst Brewing Co. a Milwaukee. Esse vengono utilizzate nello stadio di Imi 11 il uni della 
lavorazione della birra. 11 materiale che viene bollito è mosto, un estratto acquoso dì orzo ger- 
minato (mallo) arricchito di luppolo che dà l'aroma alla birra. In seguito il mosto viene trasferi- 
to in serbatoi e fatto fermentare per mezzo di un ceppo del lievito Saccharamyces cerevisiae* La 
fase dì bollitura nella lavorazione de Ha birra fa parte di un'umica tecnologia che è stata moderniz- 
zata, come dimostra il pannello di controllo situato sopra la vetrata colorata. La figura nella vetra- 
ta rappresenta re Gambrinus, un personaggio mitologico che si dice fosse il patrono della birra* 



Camembert o il Brie, viene stimolata la 
crescita sulla superficie del formaggio di 
lieviti e di alcune specie del fungo Penktl- 
iium. Se si vuole ottenere un formaggio 
semiduro, si deve cuocerlo brevemente 
per abbassare il contenuto di acqua della 
cagliata a circa il 45 per cento» rendendo 
in questo modo la cagliata più densa. Al- 
cune varietà (ad esempio il CaerphUIy) 
hanno un aroma simile alla eagliata fre- 
sca; altre (come il Limburger) vengono 
mantenute in soluzione salina, che induce 
la formazione di una flora superficiale di 
lieviti e batteri, 

I formaggi duri» il cui contenuto di ac- 
qua è del 40 per cento o inferiore, posso- 
no avere una flora batterica semplice, 
come il formaggio Cheddar, Altri for- 
maggi duri si differenziano per il fatto che 
la cagliata viene inoculata con spore di 
una muffa (solitamente di PemcUlium 
roque forti) che germinano quando la ca- 
gliata viene «bucata» per far circolare Ta- 
na. La crescita della muffa nel formaggio 
dà luogo ai componenti responsabili del 
sapore e de ir aroma che sono caratteristi- 
ci di ogni singolo formaggio. Tipici esem- 
pi sono lo Stilton, il Roquefort e il Gor- 
gonzola. Una terza classe di formaggi 
duri, tra cui è da ricordare il Gruyère* è 
caratterizzata dall'aggiunta alla miscela 
starter di ceppi batterici che producono 
acido propionico. Questi batteri, come il 
Prop ioni bacie rium sher munii, non solo 
impartiscono al formaggio il caratteristico 
sapore, ma producendo anidride carboni- 
ca, danno origine ai buchi tipici dì questi 
formaggi. I formaggi svizzeri dì montagna 
appartengono a questa classe, ma sono in 
grado di sviluppare una flora superficiale 
di lieviti e batteri che si aggiunge al loro 
sapore e aroma. 

Un altro tipo di prodotto derivato dal 
latte fermentato differisce dal formaggio 
per la sua natura liquida o semiliquida. Il 
rappresentante più popolare di questa 
classe è lo yogurt che si ottiene dal latte 
intero che fermenta con una miscela sìm- 
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Il «cavallo da tiro» della fermenta/ io ne è il lievito Sat l'Introni yces vvrvvisiar, le cui cellule sono 
visihtli in questa microfoto grafia elettronica a scansione ripresa da Alastair T. Pringle dell'I ni- 
versifa della California a Los Angeles, Ugni cellula ha un diametro dì circa 10 micrometri. Al- 
cuni ceppi del lievito sono utilizzati per far lievitare il pane e per produrre bevande alcool! eh e. 
Man mano che le cellule fermentano gli zuccheri, questi ultimi liberano anidride carbonica e svol- 
gono alcool; negli impasti l'anidride carbonica forma i buchi del pane. Molte cellule stanno comin- 
ciando a riprodursi; sono infatti visibili molte protuberanze, tipiche gemmazioni asessuate. 



biotica di due batteri lattici acidogeni, lo 
Streptococcus thermophitus e il Lactoba- 
ciilus bulgari e us. La fermentazione ha 
luogo a una temperatura di circa 40 gradi 
centigradi» il sapore caratteristico di uno 
yogurt è attribuibile all'acido lattico, for- 
nito nel latte diti lattosio, e all'acetaEdei- 
dc; entrambi i composti sono formati 
principalmente dai batteri della specie L> 
bui ga rie u.\. Dato che a molte persone non 
piace L'acidità e il sapore deiraeetaldeìde 
dello yogurt fresco, il prodotto viene 
spesso aromatizzato con frutta o essenza 
di frutta; più del 90 per cento degli oltre 
225 000 chilogrammi di yogurt prodotti 
negli Stati Uniti ogni anno subiscono que- 
sto trattamento» 

Imparentati agli yogurt vi sono un certo 
numero di altri prodotti caseari fermenta- 
ti. La crema acida, ad esempio, si ottiene 



inacidendo la crema pastorizzata con 
batteri lattici. Il latticello viene prodono 
facendo fermentare del latte pastorizzato 
scremato o parzialmente scremato con 
una miscela di batteri Umici e specie affi- 
ni. Tra i prodotti esotici di questo tipo 
sono da annoverare il latte bulgaro, il ke- 
fir e Wkwimis, popolari nei paesi slavi, e il 
viììa t tipico prodotto finlandese. 

Una antica lavorazione che si basa sul- 
l'attività microbica è la conservazio- 
ne degli ortaggi. Questo procedimento 
era in uso già molto tempo prima dell'av- 
vento della conservazione dei cibi in sca- 
tola o mediante congelamento e viene 
ancora praticato su scala commerciale in 
molti paesi. Verze, olive e cetrioli, in par- 
ticolare, vengono conservati per mezzo di 
un trattamento combinato di salamoia e 



fermentazione. L'ortaggio viene posto in 
successione in recipienti contenenti solu- 
zioni saline di diversa concentrazione, La 
soluzione finale per le verze contiene cir- 
ca il 2 per cento di sale, mentre quella per 
le olive arriva a una concentrazione del 1 8 
per cento, (Gli ortaggi richiedono co* 
munque alcuni pretrattamenti. Le olive, 
per esempio, contengono un glucosìde 
fenolico, la oleorupina, molto amaro che 
deve essere trattato con una soluzione 
diluita di idrosstdo di sodio per allontana- 
re il sapore di amaro prima di poter passa- 
re alla salamoia.) 

Durante la permanenza nella soluzione 
salina gli ortaggi sono soggetti all'azione 
successiva dì un certo numero di micror- 
ganismi. Il primo gradino di questa serie È 
la crescita della flora microbica aerobica 
predominante che si trovava sulla super- 
ficie degli ortaggi prima della salamoia. 
Ben presto, tuttavia, prendono il soprav- 
vento i batteri lattici (pochi inizialmente) 
e, assieme a certi lieviti fermentativi, tra i 
quali alcune specie di Saccharomyces e di 
Tondopsis, danno luogo a una fermenta- 
zione i cui prodotti finali sono gli acidi 
lattico e acetico, In seguito i lieviti pren- 
dono il sopravvento sui batteri lattici. La 
fermentazione termina quando tutti icar- 
bo id ra t i f e rm en t ab 1 1 i sono e s au ri ti , aneti e 
se altre specie di lievito (principalmente 
dei generi Pkiua, Debaromyces e Canài- 
da ) continuano a crescere sotto forma di 
pellicola sulla superficie della salamoia. 
Per evitare di dover fare affidamento sul- 
la flora dei batteri e dei lieviti natural- 
mente presenti negli ortaggi e nella sala- 
moia, sono stati compiuti con un certo 
successo, dei tentativi per introdurre col- 
ture del tipo starter, particolarmente di 
batteri lattici, in modo da controllare 
meglio le fermentazioni. 

Mentre latte e ortaggi vengono fermen- 
tati soprattutto per conservare i principi 
nutritivi di questi alimenti fondamentali, 
in altri tipi tradizionali di cibi fermentali 
la crescita dei microrganismi e stata inco- 
raggiata essenzialmente per migliorare il 
sapore e l'aroma del prodotto. Contem- 
poraneamente la crescita di microrgani- 
smi aumenta il contenuto proteico dell'a- 
limento, 1 cibi fermentati di questa classe, 
noti soprattutto in Oriente, hanno come 
materiale di partenza pesce o sostanze 
vegetali (particolarmente soia). 1 prodotti 
a base di pesce fermentato sono ancora 
largamente limitati a un consumo locale 
nei paesi orientali, mentre i prodotti di 
fermentazione della soia sono arrivati più 
lontano e sono particolarmente comuni 
nelle comunità asiatiche dell'America 
Settentrionale. 

Tipici alimenti di questo tipo sono i tem* 
peli, cioè delle torte compatte di materiale 
vegetale completamente ricoperte e ripie- 
ne dì miceli di una muffa bianca di alcune 
specie fungine del genere Rhizopus. La 
parola che segue il termine «tempeh » desi- 
gna la natura del vegetale che è stato fer- 
mentato- Per esempio, il lempeii kedele è 
preparato con kedele ; il termine indonesia- 
no che significa soia. Il tempeh bongkreg 
kaijang è fatto con arachidi, mentre il iem* 
peh enihoe è a base dì noce di cocco. 



FORMAGGIO 


ORIGINE 


MICRORGANISMO 


MOLLE. NON STAGIONATO 


COTTAGE 

CREAM 

NEUFCHATEL 


EUROPA CENTRALE? 
STATI UNITI 
FRANCIA 


Streptococcus tactis Leuconostoc cttrovorum 
Streptococcus cremo ris 
Streptococcus diacetitactis 


MOLLE. STAGIONATO 


BRIE 


FRANCIA 


Streptococcus lactis Penicittium camembert! 
Streptococcus cremoris Penicìtfium candidum 


Brevtbacterium tinens 


CAMEMBERT 


FRANCIA 


Streptococcus lactts Penicillium camemberti 
Streptococcus cremoris Penicillium candidum 




UMBURGER 


BELGIO 


Streptococcus tactis 8re¥ìbacterium tinens 
Streptococcus cremoris 




SEMIDURO, STAGIONATO 


ASIAGO 


ITALIA 


Streptococcus lactts Lactobacitius bufgancus 
Streptococcus cremoris 
Streptococcus thermophilus 




BLUE 


FRANCIA 


Streptococcus tactis Penicìtfium roqueforti o Penicillium glaucum 
Streptococcus cremorts 


BRICK 


STATI UNITI 


Streptococcus tactis Brevtbacterium linens 
Streptococcus cremoris 




GORGONZOLA 


ITALIA 


Streptococcus factis Penicillium roqueforti o Pentciifium glaucum 
Streptococcus cremoris 


MONTE REY 


STATI UNITI 


Streptococcus tactis 
Streptococcus cremoris 




MUENSTER 


GERMANIA 


Streptococcus lactis Brevtbacterium finens 
Streptococcus cremoris 




ROOUEFORT 


FRANCIA 


Streptococcus tactis Penicillium roqu&forti o Penicìtfium glaucum 
Streptococcus cremohs 


DURO, STAGIONATO 


CHEDDAR 


GRAN BRETAGNA 


Streptococcus factis Lactobaciilus cassi 
Streptococcus cremoris 
Stmptococcus durans 




COLBY 


STATI UNITI 


Streptococcus tactis Lactobacitius case: 
Streptococcus cremo fis 
Streptococcus durans 




EDAM 


PAESI BASSI 


Streptococcus lactis 
Streptococcus cremoris 




GOUDA 


PAESI BASSI 


Streptococcus tactis 
Streptococcus cremoris 




GRUYERE 
ST1LTON 


SVIZZERA 
GRAN BRETAGNA 


Streptococcus tactis Lactobacitius helveticus 
Streptococcus thermophilus 

Streptococcus tactis Penicillium roqueforti o 
Streptococcus cremoris Peniciitium glaucum 


Propionibacterium shermami o 
Lactobacitius buigaricus e 
Propioni bacterium freudenreìchi 


EMMENTHAL 


SVEZZERÀ 


Streptococcus lactis Lactobacitius heiveticus 
Streptococcus thermophilus 


Propiontbacierium shet manti o 
Lactobacitius buigaricus e 
Propiontbac terium freu denreichi 


MOLTO DURO, STAGIONATO 


PARMIGIANO 


ITALIA 


Streptococcus lactts Lactobaciilus bufgancus 
Streptococcus cremoris 
Streptococcus thermophilus 




PECORINO 


ITALIA 


Lactobaciilus buigaricus Streptococcus thermophilus 




A PASTA FILATA {CAGLIATA PLASTICA» 


MOZZARELLA 


ITALIA 


Streptococcus lactts Lactobactlius bulgancus 
Streptococcus thermophilus 




PROVOLONE 


ITALIA 


Lactobacitius bulgancus 





In questa Mi bel Li sono elencati i formaggi più noti, classi Malti in Sta- 
gionati o non. In formabili non stagionali! è un prodotto finito già 
quando ha subito la prima fermentazione. Nei formaggi stagionati la 



crescita di lieviti e di alcune specie del fungo l'ertici II itati sulla superfi- 
cie del formaggio viene stimolata dopo la lavora/ione iniziale. L'elen- 
co non è certamente esauriente data l'enorme varietà di formaggi. 
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Il materiale vegetale viene immerso in 
acqua, decorticato, bollito o passato al 
vapore e viene eliminata l'acqua in ecces- 
so. Successivamente viene miscelato con 
tempeh grezzo di un'altra partita per for- 



nire le spore della muffa Rhizopus. La 
poltiglia risultante viene posta su ripiani o 
su foglie di banano quando il tempeh vie- 
ne preparato nei villaggi e qui viene la- 
sciata fino a che la muffa non è penetrata 



a sufficienza. Di solito il tempeh non viene 
consumato allo stato grezzo, ma viene 
fritto abbondantemente in olio di noce 
di cocco oppure cotto in qualche altro 
modo. Dal momento che contengono fino 



aJ 40 per cento di proteine» i tempeh sono 
di largo consumo in Indonesia. 

In altri paesi vengono impiegati proce- 
dimenti leggermente diversi per prepara- 
re cibi fermentati locali. Nano è il nome 



assegnato in Giappone al prodotto otte- 
nuto facendo fermentare semi di soia in- 
teri con la muffa Aspergi li un oryzoe. Il 
sufii, un alimento tradizionale cinese, è un 
prodotto molle simile al formaggio otte- 



nuto per fermentazione della «cagliata» 
di soia con una certa varietà di muffe, 
soprattutto specie dei genere Macon 
Un'altra variazione sul tema è Yang-kak, 
originario della Cina. Viene preparato 



FARINA, LIEVITO. 
MALTO, SALE E ACQUA 



SPEZZETTATRICE 



ARROTONDATRICE 



RIMESCOLAMENTO - 



MESCO- 
LATORE 
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La produzione di pane prevede un miscuglio dì partenza (contiene solo 
parte della farina che alla Une entrerà nel pane), che viene impastalo 
nel miscelatore per parecchi minuti e poi viene fatto fermentare per 



molte ore, Viene aggiunta la farina rimanente e rimpasto viene rime- 
scolate». La macchina spezzettai rice taglia l'impasto sol to forma di pani, 
che vengono modellati da una macchina arrotondatrìce. A questo sta- 



dio rimpasto è elastico; esso passa attraverso imo stadio intermedio di im- 
permeabitizzazione (non mostrato)* dove subisce cambiamenti struttura* 
lì che lo rendono più facilmente modellabile, La formatrice sagoma i pez- 



zi di impasto a mo' di cilindri. In uno stadio finale di impermeabiliz- 
zazione rimpasto fermenta ulteriormente prima di passare aJ forno. 
Quindi le pagnotte vengono raffreddate « affettate e impacchettate. 



SMINUZZATURA 



SALATURA 



FERMENTAZIONE 
(DA 21 A 30 GIORNI) 



RIMOZIONE DEL TORSOLO 





CONFEZIONAMENTO 



Q 



> LAVORAZIONE" 



(y <y (y—r 



Q 



La conservazione di verdure è un'applicazione della fermentazione che 
precede hi fase di inscatolamento e di congelamento ed è ancora larga- 



mente praticata su scala commerciale. Qui vengono raffigurati i passag- 
gi per la conservazione della verza sotto forma di crauti con la salatura. 



In questo metodo si genera una soluzione salina tramite gradienti o- 
smotici ottenuti dall'interazione tra il saie e i liquidi naturali della ver* 



za. Nella soluzione salina i batteri lattici che a formano sulla verza fresca 
diventano le specie dominanti nell'infero processo di fermentazione. 



ACQUA E ORZO 



SMINUZZATORE 



^ TINO PER INFUSIONE 




ZUCCHERO E LUPPOLO 



SERBATOIO 
DI CHIARIFICAZIONE 



LIEVITO 



RECIPIENTE DI MISCELAZIONE 



VASCA DI GERMINAZIONE 



La produzione di birra inizia con la germinazione dell'orzo, fase in cui il 
chicco viene costretto a germogliare in breve tempo per produrre alcuni 
enzimi. Il malto viene frantumato e mescolato con acqua calda (e spesso 



CHICCHI ESAURITI 

TORTA PER BESTIAME 

con altri cereali come il mais) prima di passare al tino per l'infusione, 
dove in poche ore gli enzimi scindono le lunghe catene di amido in 
molecole più piccole di carboidrati. Il mosto viene separato dal miscu- 





UT\ 




LUPPOLO ESAURITO 
f 

FERTILIZZANTE 



SCAMBIATORE 
DI CALORE 



IMBOTTIGLIAMENTO 



RECIPIENTE 01 FERMENTAZIONE 



gllo e fatto bollire con luppolo in una caldaia di fermentazione. La 
bollitura estrae gli aromi da! luppolo e interrompe l'azione enzimatica. 
Si rimuove il luppolo e il mosto viene messo in un recipiente di fer- 



LIEVITI IN ECCESSO 
PER PRODOTTI ALIMENTARI 

nuota/ione, dove viene innominato con lieviti. Dopo la fermentazio- 
ne la birra pud passare in un serbatoio di chiarificazione per matu- 
rare, processo a cui seguono la past orinazione e l'imbottiglia mento. 
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facendo fermentare il riso con la muffa 
Monascus purpurens* In questo caso lo 
scopo non e quello di alterare il sapore del 
riso, ma semplicemente quello di colorar- 
lo dì rosso. 

Un prodotto molto conosciuto della 
fermentazione della soia è la salsa. Molti 
secoli fa veniva preparata in Cina e più 
tardi venne introdotta in altri paesi del- 
rOriente, particolarmente in Giappone 
che è ora diventato il principale produtto- 
re. Si ottiene facendo fermentare un mi- 
scuglio salato di soia e farina con la muffa 
Aspergiti us oryzae* Si ha una miscela 
chiamata koji* che viene posta in un reci- 
piente con una corrispondente quantità di 
soluzione salina. A questo punto si ottie- 
ne una poltiglia chiamala moromi. Il 
moromi viene lasciato fermentare in gros- 
se vasche per un periodo di 8-12 mesi, 
sotto leggera agitazione, e preferibilmen- 
te a bassa temperatura. I microrganismi 
che partecipano attivamente alla fermen- 
tazione (il batterio Pediococcus soyae, il 
lievito Saccharomyces rouxiì e le specie di 
lievito del genere Tornio pste) hanno ori- 
gine nei moromi. Occasionalmente le col- 
ture starter di questi microrganismi pos- 
sono essere aggiunte al moromi, ma in 
entrambi ì processi il metabolismo dei 
microrganismi arricchisce il moromi di 



UVA ANIDRIDE SOLFOROSA 



acido lattico e altri acidi e di etanolo. Al 
termine della fermentazione, il moromi 
viene compresso e la salsa di soia estrusa 
viene confezionata, mentre la «torta» 
esaurita viene utilizzata nell'alimentazio- 
ne animale. 

Si pensa che la scoperta della farina e, 
di conseguenza, della panificazione siano 
avvenute molto presto, probabilmente 
airepoca degli egizi. Le prime forme di 
pane erano piatte e venivano ottenute 
facendo cuocere un miscuglio di farina e 
acqua. Non si sa con precisione quando 
rimpasto venne fatto lievitare la prima 
volta, Il principale effetto della lievitazio- 
ne è di aumentare il volume dell'impasto 
in seguito alla scissione di zuccheri, com- 
piuta dai lieviti, in modo da formare bolle 
di anidride carbonica. Le bolle vengono 
intrappolate nell'impasto e quando si pas- 
sa alla cottura impartiscono al pane lievi- 
tato la sua caratteristica struttura a nido 
d'ape. La lievitazione può essere avvenu- 
ta come risultato della crescita spontanea 
dì lievito nel miscuglio di farina e acqua 
oppure in seguito all'aggiunta all'impasto 
di birra che fermenta. 

Oggi la panificazione e la coltivazione 
su larga scala del lievito a essa associata 
costituiscono uno dei rami più sofisticati 
della microbiologia industriale, Anche se 



LIEVITO 



in molti parti del mondo si consuma anco- 
ra il pane azimo, nei paesi sviluppati si 
ricorre alla miscelazione di farina (soli- 
tamente dì frumento) con acqua e pro- 
porzioni inferiori di lievito, saie, zucchero 
e grasso da pasticceria. Dopo la miscela- 
zione l'impasto fermenta a una tempera- 
tura di circa 25 gradi centigradi (nelle 
lavorazioni più recenti la temperatura è 
superiore). In questa fase il lievito, un 
ce ppo di Sacch aromyces cerevisuie , se i n d e 
gli zuccheri presenti nell'impasto in una 
miscela di alcool e anidride carbonica, le 
cui bollicine si fissano all'impasto. Questo 
processo non è altro che la fermentazio- 
ne. Al momento della cottura, dopo un 
appropriato periodo di fermentazione, 
l'alcool viene eliminato, ma Se bollicine di 
anidride carbonica rimaste conferiscono 
al pane la struttura caratteristica. Alcuni 
zuccheri sono immediatamente disponibi- 
li per il lievito, compresi quelli che vengo- 
no aggi un t i come il saccarosio e lo zucche- 
ro di canna. Essi vengono forniti dagli 
zuccheri liberati dall'amido del frumento 
da parte di due enzimi: l'alfa e la beta- 
-amilasi, costituenti della farina che ven- 
gono attivati dall'acqua. Questi zuccheri 
comprendono maltosio e amilosio. Il pri- 
mo viene di solito fermentato dal lievito 
verso la fine del processo di fermentazio- 



ne, quando sono stati consumati quasi tut- 
ti gli altri zuccheri. 

Sebbene la funzione principale del lie- 
vito nelle fermentazioni da panificazione 
sia quella di far gonfiare l'impasto, si ma* 
nifestano anche altri effetti. Uno è quello 
di cambiare la struttura e la tessitura del- 
l'impasto, che avviene tramite modifica- 
zione della struttura del glutine, la princi- 
pale proteina del frumento, quando l'im- 
pasto viene steso meccanicamente. Inol- 
tre, liberando composti come la cisteina e 
il gtutatione, il lievito può alterare la 
struttura del glutine scindendo i legami 
intramolecolari disolfuro (S~S). I prodotti 
della fermentazione da lievito modificano 
anche l'aroma dell'impasto cotto e au- 
mentano in una certa misura il suo valore 
nutritivo. 

Nel corso degli ultimi 25 anni questo 
metodo di panificazione, conosciuto spes- 
so come processo di fermentazione globa- 
le, è stato modificato per aumentare le 
possibilità di «maneggiare» rapidamente 
a macchina l'impasto, Tutti questi metodi 
rapidi si prefiggono di produrre l'impasto 
cotto a velocità superiori rispetto alla 
fermentazione globale e per fare ciò la 
fermentazione avviene a temperature 
superiori (di solito attorno ai 35 gradì 
centigradi) e rimpasto contiene una per- 






FILTRAZIONE 



INVECCHIAMENTO 




TORCHrO 



TINO DI FER.MENTA2ÌONE 
| 



PIGIATURA 



TfNO DI FERMENTAZIONE 

I 



FERMENTAZIONE ALCOOL ICA 



TINO DI SEDfMENTAZlONE 

FERMENTAZIONE 
MALOLATTICA 



IMBOTTIGLIAMENTO 



Viene qui raffigurata la produzione di vino in lotti secondo un procedi incu- 
lo generalizzato che in realtà presenta delle differenze tra vino rosso e 



bianco. Alcuni vini più economici vengono prodotti attraverso una fer- 
mentazione in continuo. In questo caso il mosto d'uva viene alimentalo in 



SEGALE 



commini in uno stadio di fermentazione e con* 
temporaneamente si ha la rimozione dei vino. 



BOTTE DI QUERCIA 



MAIS 



MALTO 



ALAMBICCO 



RECIPIENTE 
PER DISTILLATO 
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] su pe raf coolici vengono prodotti con una lavorazione che assomiglia a 
quella della birra. Qui sono illustrati gli stadi produttivi del bourbon. 
Chicchi di mais vengono mescolati con quantità inferiori di segale e dì 



orzo germinalo, macinati e ancora mescolati con acqua calda. L'infuso 
prodotto viene trasferito a un fermentatore e inseminato con lievito. 
Dopo la fermentazione la birra viene convogliata verso un'unità formata 



IMBOTTIGLIAMENTO 



da un alambicco e da un rettificatore. Il conden- 
salo viene raccolto in un alto recipiente per vi- 
no e fatto invecchiare in una botte di quercia. 



centuale maggiore di lievito, che può an- 
che essere costituito da un ceppo dotato 
di attività fermentativa superiore. Per dì 
più l'impasto è soggetto a un intenso ri- 
mescolamento meccanico che agisce sulla 
sua struttura. 

La moderna industria panaria non può 
essere efficiente se non viene affiancata 
da un'industria che produce lievito di 
pane. Fino alla metà del XIX secolo ìì 
lievito utilizzato neirim pasto del pane era 
il lievito di birra, un residuo della lavora- 
zione della birra, II lievito di birra si 
dimostrò di scarso affidamento» tuttavia, 
quando aumentò il volume della panifica- 
zione e di conseguenza vennero costruiti 
impianti speciali per la produzione di lie- 
vito di pane. In questi impianti, ceppi di 
Saccharomyces cereiisiae, selezionati allo 
scopo, vengono fatti crescere in condizio- 
ni di forte areazione in un terreno di col* 
tura a base di melassa. L'intera produzio- 
ne di lievito di pane deve aver luogo in 
condizioni strettamente controllate per 
assicurare la costante capacità fermenta- 
tiva richiesta giorno dopo giorno dalle 
panetterie. 

Anche la produzione di bevande alcoo- 
liche sfrutta la fermentazione di zuccheri 
da parte di S. cerevisiae, ma in questo caso 
il prodotto principale è L'alcool invece del- 
l'anidride carbonica. Le bevande alcooli- 
che vengono raggruppate in tre categorie: 
vini e birre, ottenuti facendo fermentare 
con lievito il succo di un frutto o un estrat- 
to zuccherino di un cereale; t vini liquoro- 
si, in cui si aggiunge del brandy al vino, e i 
superalcoolìcL prodotti per distillazione 
di vino o birra. 

Qualsiasi soluzione di sostanze zucche- 
rine di cereali lasciata a riposo sarà 
ben presto infettata dai microrganismi. 
Reperti archeologici mostrano che la 
fermentazione di estratti di cereale eragià 
un'arte avanzata più di 6000 anni fa. Le 
birre così ottenute erano non solo più 
gradevoli al palato dell'acqua, ma erano 
anche più sicure da bere, dato che in que- 
sto liquido non potevano crescere organi- 
smi patogeni a causa della sua acidità e del 
suo contenuto di composti antimicrobici 
derivati dal luppolo. L'attuale produzio- 
ne mondiale di birra è di circa 700 milioni 
di ettolitri all'anno, con punte massime di 
consumo prò capite nella Germania Oc- 
cidentale e in Australia. 

La maggior parte della birra si ottiene 
dall'orzo» anche se piccole quantità ven- 
gono prodotte da altri cereali, 1 chicchi 
d'orzo vengono dapprima trasformati in 
malto, cioè vengono fatti germogliare per 
un breve periodo. L'obiettivo principale 
di questa operazione è di produrre nel 
chicco enzimi (sia durante la trasforma- 
zione sia successivamente) che catalizzino 
la scissione dell'amido. L'orzo germoglia- 
to viene schiacciato e mischiato con acqua 
a una temperatura che raggiunge i 67 gra- 
di centigradi. In poche ore l'infuso, con- 
tenente gli enzimi, scinde le lunghe catene 
di amido in molecole più piccole di car- 
boidrati e rompe anche altre molecole a 
lunga catena come le proteine. 

L'estratto acquoso, che viene chiamato 



mosto di malto, viene separato dai chicchi 
esauriti e bollito secondo la tradizione 
con luppolo per impani re alla birra il sa- 
pore finale. La bollitura del mosto estrae 
non solo i composti responsabili del sapo- 
re, ma blocca anche l'ulteriore azione en- 
zimatica nel mosto e fa precipitare le pro- 
teine. A questo punto il mosto arricchito 
di luppolo viene inseminato con un ceppo 
di & cerevisìae. L'azione principale del 
lievito è quella dì convertire gli zuccheri 
del mosto in alcool e anidride carbonica. 
(Durante la fermentazione sì può arrivare 
fino a un aumento di cinque volte nella 
quantità di lievito inizialmente presente.) 
Altri prodotti, di importanza quantitati- 
vamente minore, del metabolismo del lie- 
vito hanno un forte effetto sul sapore fina- 
le della birra, Questi prodotti compren- 
dono alcool superiori come Tamilico, Ti- 
soamilico e il fenileiilico. che sono pre- 
senti nella birra in concentrazioni debor- 
dine dei milligrammi per litro. Altri im- 
portanti composti responsabili del sapore 
formati dal lievito sono alcuni acidi a cor- 
ta catena come Tace lieo e il butirrico e i 
loro esteri. Alla fine della fermentazione 
il lievito è separato dalla birra che viene 
lasciala maturare per un periodo di tempo 
ben preciso. Dopo filtrazione ♦ pastorizza- 
zione e altri possibili fasi dì lavorazione la 
birra è pronta per essere confezionata e 
venduta. 

Nella produzione industriale della birra 
vengono di solilo utilizzati due tipi di lie- 
viti. La maggioranza delle birre è di tipo 
chiaro e, per tradizione, viene prodotta 
con un lievito che si deposita sul fondo del 
recipiente durante la fermenta/ ione. 
Questi lieviti a fermentazione «sul fon- 
do» vennero per la prima volta isolati in 
coltura pura circa 1 00 anni fa dal botanico 
danese Emil Christian Hansen, mentre 
stava lavorando all'istituto Carlsberg dì 
Copenaghen, e sono stati chiamati Sat- 
charomyces carlshergensis. Nei paesi an- 
glosassoni» in alcune parti dell'Europa e 
nell'America Settentrionale il lievito uti- 
lizzato nella preparazione della birra sale 
in superficie durante la fermentazione. 1 
lieviti a fermentazione «in alto» sono 
classificati come ceppi di S. cerevisiae. I 
tassonomisti non distìnguono più questi 
lieviti come specie distinte, anche se ì due 
nomi continuano a essere adottati nella 
lavorazione della birra- 1 ceppi di lievito 
uii lizzati nelle fabbriche di birra sono stati 
scelti con melodi molto empirici nel corso 
di secoli di birrificazione, ma ora si stanno 
facendo degli sforzi per «confezionare» il 
corredo genetico dei lieviti da birrifica- 
zione secondo Se diverse esigenze dei sin- 
goli birrai. 

La tecnologia della produzione del vino 
è molto più semplice. Fino a pochi anni fa 
il processo aveva subito pochi cambia- 
menti nel corso dei 5000 anni dì vinifi- 
cazione. Uve rosse o bianche della varie- 
tà selezionata di vino venivano raccolte e 
pigiate per spremerne il succo. Fino a 
poco fa il mosto d'uva veniva fatto fer- 
mentare spontaneamente per mezzo di 
microrganismi presenti sulla superficie 
dell'uva raccolta. La flora naturale che si 
trova sulla buccia degli acini comprende 
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La scissione dell'amido nelle fermentazioni che avvengono nella lavorazione della birra richiede 
fazione degli enzimi del malto alfa-amilasi (frecce in nero) e beta -a milasi (frecce in colore pieno) 
sulle lunghe catene del glucosio, la cui molecola è rappresentata in a. Le catene lineari (b) 
rappresentano uno dei componenti dell'amido, P ami I osto, mentre le strutture ramificate mostra* 
no un altro componente, rami! opectina. La beta-amilasi scinde due unità dì glucosio per volta (e) 
per dare maltolto, un disaccaride. Contemporaneamente tWa-amilasi agisce più airintemo delie 
catene per rompere due sezioni più grosse che, a loro volta, vengono attaccate dalla beta-amilasi, 1 
prodotti detrazione delle due a mi la si sono mostrali in d, cosi come (e, ti) i siti d'azione dei due 
enzimi che agiscono sulla destrina. Un enzima (freccia in grigio} rompe ì legami delle catene 
laterali; l'amiloglueosidasi (frecce in colore chiaro/ scinde ì sìngoli residui dì glucosio dalle 
destrine. La manipolazione genetica delle cellule di lievito ha migliorato la loro capacità di 
fermentare le destrine, dando luogo a un consumo maggiore dì carboidrati nella fermenta- 
zione e permettendo di produrre una birra «leggera», cioè con un basso tenore di carboidrati. 



molti lieviti differenti, alcuni diversi dal 
genere Saccharomyces, Molti dei lieviti 
responsabili della prima pane della fer- 
mentazione vengono successivamente 
uccisi dall'alcool che sì produce quando 
ceppi dì 5. cereri siae fanno fermentare 
gli zuccheri presenti nel succo. Dopo la 
fermentazione il vino viene filtrato e 
imbottigliato. 

Negli ultimi anni la microbiologia della 
produzione del vino è cambiata. Invece di 
basarsi sulla fermentazione spontanea da 
parte dei lieviti della buccia, molti vinifi- 
catori ora aggiungono al mosto speciali 
colture selezionate di 5. cerevisìae. Alcuni 
produttori sono giunti a regolare la tem- 
peratura di fermentazione, il cui interval- 
lo ottimale è tra 7 e 14 gradi centigradi; in 
alcune aree il vino viene fatto fermentare 
non in lotti, ma in continuo. Si alimenta 
costantemente il mosto in un processo di 
fermentazione e il vino viene asportato in 
continuo. Comunque questo procedi- 
mento tecnologico sì applica solamente ai 
vini più economici. 

Metodi simili vengono utilizzati per 
produrre vini da altri succhi di frutta. Il 
saké, o vino di riso, è molto più simile alla 
birra (per la pane produttiva) poiché il 
riso contiene amido invece dì zuccheri. 
L'amido deve essere convertito in zuc- 
cheri ferm ente sci bili per mezzo della 
muffa Aspergiìlus oryzae. Spore della 
muffa vengono mischiate con riso passato 
al vapore e il miscuglio viene incubato per 
cinque o sei giorni a una temperatura di 
circa 35 gradì centigradi per ottenere quel 
prodotto conosciuto come kojL Alcune 
parti di koji vengono mescolate con una 
quantità superiore di riso passato al vapo- 
re e con un lievito del saké, che è un ceppo 
di 5. cerevisìae. Questa coltura starter, 
chiamata moto, serve per fermentare la 
partita principale di riso passato al vapore 
(moromi) per un periodo di circa tre set- 
timane. Il saké contiene il 20 per cento di 
alcool in volume. 

f 'aggiunta dì brandy al vino per renderlo 
*-~ * più forte in origine veniva fatta per 
arrestare il processo di fermentazione del 
lievito e per rendere il vino biologicamen- 
te stabile. Infatti, dal momento che con- 
tiene dal 15 al 20 per cento di alcool in 
volume non è suscettibile di contamina- 
zione microbica. Eccetto che per le varie- 
tà di sherry «fino*> e tfarnontiliado», l'au- 
mento della gradazione alcoolica richiede 
semplicemente l'aggiunta di un'adeguata 
quantità di brandy a! vino, il suo imma- 
gazzinamento per un breve periodo e una 
correzione finale della gradazione alcoo- 
lica, ancora con brandy. La produzione di 
fino e smontili ado nel distretto spagnolo 
di Jerez prevede che il vino, dopo l'opera- 
zione che porta all'aumento della grada- 
zione alcoolica, venga fatto «maturare» a 
contatto dell'aria per promuovere la cre- 
scita di una flora superficiale, costituita da 
un certo numero di lieviti. L'attività me- 
tabolica di questi lieviti dà un apporto 
determinante al caratteristico sapore dì 
noci dello sherry. 

La produzione di superalcoolici da di- 
stillati di cereali differisce dalla produzio- 
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I cibi e i mangimi microbici denominati Prateen si basano su cotture in scala industriale del 
batterio Methylophìlus mefhyiotrophux deUe Imperiai Chemical Industries in Gran Bretagna* La 
microfotografia elettronica mostra un singolo esemplare; ring rendimento è di 78 000 diametri. 




Fotografia di un campione di Prufeen di forma quasi cilindrica; gfi alimenti proteici e i mangimi 
sono anche di forma gran nutre. Il materiale si ottiene facendo crescere dei batteri \f. methylo- 
trophus, in grado di utilizzare il metano come fonte di energia e di carbonio* Nella lavorazione 
industriale il metano viene convertito in metanolo prima dì formare il substrato per i batteri. 
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ne di birra (a prescindere dallo stadio di 
distillazione) principalmente per l'assen- 
za di una fase dì bollitura. Quindi gli en- 
zimi che sono attivi nell'infuso continua- 
no a esserlo durante la fermentazione, 
scindendo più zuccheri e producendo più 
alcool. I superalcoolici distillati si diffe- 
renziano poi l'uno dall'altro per la natura 
del processo dì distillazione. Il whisky di 
malto scozzese viene distillato in piccoli 
alambicchi, mentre la maggior parte degli 
altri whisky vengono distillati in impian- 
ti che funzionano in continuo. In molti 
superalcoolici, il liquido fermentato viene 
trasferito all'alambicco assieme al lievito, 
poiché è stato dimostralo che il liquido 
può influenzare la disposizione dei com- 
posti aromatici nel distillato finale. Così 
come contribuiscono all'aroma del pro- 
dotto finale alcuni composti estratti dal 
liquido dal barile di legno dove questi 
superalcoolici come whisky e brandy ven- 
gono fatti invecchiare per un certo nume- 
ro di anni, 

E stato sottolineato in precedenza che 
uno dei principali vantaggi legati alla 
crescita microbica negli alimenti, ad 
esempio del tipo tempeh, è l'aumento del 
contenuto proteico ne ir ali mento stesso. 
Una estensione logica di questa idea è di 
far crescere microrganismi adatti, su larga 
scala, come fonte diretta per l'alimenta- 
zione umana e animale. Questa via venne 
seguita per la prima volta, in seguito al 
razionamento del cibo, in Germania du- 
rante la prima guerra mondiale, quando 
Max Delbruck (non it noto biologo mole- 
colare) e i suoi co Neghi svilupparono dei 
procedimenti su larga scala per far cresce- 
re il lievito della bìrrificazione (S. cerevì- 
side). Questa produzione ri usci a rimpiaz- 
zare circa il 60 per cento delle derrate 
alimentari che la Germania importava 
prima della guerra. Il lievito veniva so- 
prattutto addittìvato alle minestre e alle 
salsicce, 

Di nuovo il lievito dette un importante 
contributo alla dieta tedesca nella secon- 
da guerra mondiale. Ceppi speciali di lie- 
vito alimentare (Candida arborea e C. uti- 
lis) vennero fatti crescere in molti centri 
di produzione. Durante gli anni sessanta 
questo concetto suscitò molto interesse 
come mezzo per attenuare la scarsità di 
cibo nei paesi sottosviluppati. Molte im- 
portanti compagnie petrolifere elabora- 
rono procedimenti per far crescere ceppi 
di Candida lipoiytka in cui il carbonio e 
l'energia necessaria per la crescita veni- 
vano forniti dagli alcani, molecole di idro- 
carburi a catena lineare. La Candida lipo- 
lytica assomiglia al lievito alimentare C. 
utilis, ma possiede in più la capacità di 
crescere su un substrato di alcani» 

Fu proprio in questo periodo che venne 
coniato il termine proteine unicellulari 
(cioè proteine ottenute da organismi uni- 
cellulari) per descrivere il nuovo campo di 
cibi e mangimi di origine microbica. Il la- 
voro pionieristico più importante venne 
fatto dalla Brìtish Petroleum Company. Il 
prodotto venne chiamato Tropina e il pro- 
cesso venne sviluppato a tal punto che fu 
costruito in Sardegna un impianto costato 



100 milioni di dollari. Sfortunatamente 
non sarà mai in grado di fornire l'atteso 
contributo per sopperire alla scarsità di 
cibo. Il costo sempre più alto del petrolio 
ha rappresentato uno dei fattori (ha co- 
stretto molte altre compagnie petrolifere a 
ritirarsi dall'avventura delle proteine uni- 
cellulari), ma sono intervenuti anche pro- 
blemi politici e il veto posto dalle autorità 
sanitarie italiane all'uso di queste sostanze 
nell'alimentazione umana. L'impianto è a 
tutt'oggi inattivo, cosi come l'analogo 
grosso impianto costruito in Calabria. 

Ciononostante, almeno due compagnie 
continuano a interessarsi a progetti di 
proteine unicellulari che utilizzano il 
metano come substrato. Si tratta della 
Hoechst AG nella Germania Occidentale 
e delle Imperiai Chemical Industries in 
Gran Bretagna, Quest'ultima società ha 
recentemente dato il via alla produzione 
del batterio Meihyhphìlus metkytotrop- 
hus in un impianto capace di produrre 
75 000 tonnellate annue. Il batterio po- 
trebbe ossidare direttamente il metano, 
ma per problemi di sicurezza che possono 
derivare da miscele di metano e aria, il 
metano viene con% ? ertito per via chimica 
in metanolo, utilizzato come fonte di car- 
bonio e di energia dal batterio. Il prodotto 
viene chiamato Pruteen. 

Le alterne fortune deir*azzardo» pro- 
teine unicellulari riflettono in larga misu- 
ra l'impatto delle forze di mercato. Il co- 
sto crescente del petrolio ha reso il pro- 
dotto meno competitivo nei confronti dei 
suoi principali rivali come fonte economi- 
ca di proteine animali: la soia e la farina di 
pesce. Nell'Unione Sovietica, dove non 
operano forze di mercato contrapposte, è 
stato comunicato che sono regolarmente 
in servizio 86 impianti per la produzione 
di proteine unicellulari; si dice che alme- 
no 12 di essi utilizzino idrocarburi come 
fonte di carbonio e di energia per la cre- 
scita delle cellule, 

T>er quasi un secolo i microbiologi che 
*■ lavoravano sui cibi e sulle bevande 
avevano cercato di comprendere compiu- 
tamente il ruolo dei microrganismi nella 
fermentazione, Con alcuni cibi, come i 
tempeh, si sa poco di più del nome degli 
organismi fermentanti. Nel caso di altri 
alimenti la conoscenza dei cambiamenti 
indotti dall'attività microbica è molto più 
profonda. In questi casi è stato di solito 
condotta una ricerca sui ceppi di micror- 
ganismi che possono determinare i mu- 
tamenti desiderati, in modo più efficace, 
su cibi o bevande. 

Naturalmente per secoli sono stati sele- 
zionati empiricamente ceppi migliorati, 
ma le moderne conoscenze consentono ai 
microbiologi che si occupano di cibi e 
bevande dì cercare dei ceppi che produ- 
cano, per esempio, ceni composti respon- 
sabili del raro ma in concentrazioni più o 
meno alte. Fino a poco tempo fa le tecni- 
che relativamente sofisticate disponibili 
per selezionare ceppi migliorati potevano 
essere applicate solamente a microrgani- 
smi che possono essere soggetti all'analisi 
genetica. Per esempio, alcuni ceppi di 
Saccharomyces cerevisiae che entrano 




La produzione microbiologica 
di sostanze farmaceutiche 



La scoperta della penicillina ha segnato V inìzio dì una nuova era in 
medicina. Ora con i microrganismi si producono non solo antibiotici, ma 
anche vitamine, ormoni, farmaci antitumorali, alcaloidi e interferoni 
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1 introduzione della microbiologia nel- 
l'industria farmaceutica, che eb- 
J be inizio negli anni quaranta, ha 
prodotto una trasformazione abbastanza 
profonda da poter essere definita rivolu- 
zione. I progressi nella conoscenza dei 
microrganismi e delle tecniche per mani- 
polarli geneticamente sono oggi utilizzati 
correntemente nell'identificazione di 
nuove sostanze terapeutiche, nella ricerca 
applicata e negli stessi procedimenti per 
la produzione industriale. Le reazioni 
chimiche coHegate che costituiscono il si- 
stema metabolico di un microrganismo 
rappresentano il mezzo di produzione- In 
enormi serbatoi, colture di cellule geneti- 
camente identiche e selezionate per la 
loro alia resa sono immerse in un ricco 
terreno nutritivo, da cui vengono succes- 
sivamente estratti e sottoposti a ulteriori 
trasformazioni i prodotti del metabolismo 
che posseggono un valore farmaceutico. 
Queste colture cellulari su grandissima 
scala vengono impiegate nell'industria 
farmaceutica in tre maniere, che possono 
essere differenziate sulla base di quanta 
parte dell'informazione necessaria per la 
produzione delle sostanze in questione è 
presente nel genoma inalterato del mi- 
crorganismo. Nel caso degli antibiotici il 
prodotto è un met abolita naturale e tutta 
l'informazione per la sua sintesi è conte- 
nuta nella cellula nel suo stato naturale. 
(Anche in questo caso tuttavia il prodotto 
viene spesso modificato successivamente 
con metodi chimici. ) L'identificazione 
della penicillina, un met abolita naturale 
della muffa Peni citi ium, diede inizio alle 
moderne tecnologie farmaceutiche. 

Dal punto di vista commerciale e clini- 
co gli antibiotici costituiscono la classe più 
importante di sostanze farmaceutiche 
prodotte con tecniche microbiologiche. 
Tuttavia tecniche simili sono anche state 
adattate alla produzione di sostanze che 
non sono metaboliti naturali dei micror- 
ganismi. Nella produzione degli ormoni 
steroidei i microrganismi eseguono singo- 
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li passaggi, chiamati bioconversioni, di 
una lunga sequenza di processi di sintesi; 
gli altri passaggi vengono realizzati con 
metodi non biologici. Solo le informazio- 
ni per i pochi passaggi biologici risiedono 
nel genoma del microrganismo. 

Nel terzo tipo di procedimento nessuna 
delle informazioni che definisce la strut- 
tura della molecola di prodotto si trova 
inizialmente nel genoma del microrgani- 
smo; l'informazione viene inserita nella 
celi ula dall'esterno. In questo modo cellu- 
le batteriche o fungine possono venire 
programmate per la produzione di pro- 
teine umane. Metodi di questo tipo sono 
attualmente allo studio per la produzione 
di sostanze farmaceutiche estremamente 
importanti come I" insulina. Sebbene que- 
ste tecniche siano le più recenti e affasci- 
nanti utilizzate dall'industria farmaceuti- 
ca, esse sono già riuscite a inserirsi vali- 
damente in un settore in cui i metodi mi- 
crobiologici hanno già prodotto un enor- 
me sviluppo com merciale. Nel 1 979 il valo- 
re complessivo dei prodotti farmaceutici 
prescritti e venduti negli Stati Uniti è stato 
di circa 7,5 miliardi di dollari; di cui circa il 
20 per cento, cioè arca 1 ,5 miliardi di dolla- 
ri, rappresenta la vendi tadi farmaci prò dot- 
ti mediante microrganismi. 

Una categoria molto importante di 
farmaci è rappresentata dai prodotti di 
organismi nel cui genoma inalterato è 
contenuta tutta l'informazione genetica 



necessaria. Gli antibiotici sono i membri 
economicamente più importanti di questa 
classe, ma essa include anche antigeni vi- 
rali e batterici, agenti antifungini. alcuni 
farmaci antitumorali, alcaloidi e vitami- 
ne. Nel 1978 le vendite in tutto il mondo 
dei quattro più importanti gruppi di anti- 
biotici - le penicilline, le cefalosporine, le 
tetracicline e rerìtromicina - hanno rag- 
giunto i 4,2 miliardi di dollari, (Le vendite 
sono riferite al 1978 poiché questo è l'ul- 
timo anno per cui è disponibile un'infor- 
mazione completa per il mercato interna- 
zionale; la cifra è stata adattata ai prezzi 
del 1 980 per compensare gli effetti dell'in- 
flazione.) Un altro gruppo commercial- 
mente importante è costituito dagli ammi- 
noglicosidu che includono la streptomici- 
na. Dopo gli antibiotici i prodotti farma- 
ceutici con il maggior volume di vendite 
sono state le vitamine; il valore all'ingrosso 
delle sei più importanti vitamine nel 1978 
(ancora rapportato ai prezzi 1 980) & stato 
di 670 milioni di dollari. 

11 procedimento industriale che sta alla 
base di questo mercato è la fermentazione . I 
fermentatori, o serbatoi in cui avviene la 
produzione metabolica delle sostanze far- 
maceutiche, hanno un volume massimo di 
circa 1 00 000 litri. Le colture di ceppi indu- 
striali di funghi o batteri vengono inizial- 
mente poste in serbatoi più piccoli e succes- 
sivamente trasferite ai fermentatori grandi, 
in cui è mantenuto uno stretto controllo 



La produzione di penicilline viene realizzata per mezzo di una combinazione dì passaggi chimici e 
biologici; sono qui mostrati i cristallizzatori, dove avviene uno dei passaggi chiave della produzio- 
ne. La produzione ha inizio net serbatoi di fermentazione che hanno una capacità che raggiunge i 
100 00§ litri. In questi serbatoi viene fatto crescere un ceppo industriale della muffa PenìcìHium 
chrysogenum in un ricco brodo di coltura; una forma di penicillina chiamata penicillina G è un 
meta boi ita naturale delle cellule fungine. In questo impianto, gestito dalla Pfizer Inc. a Croton, 
nel Connecticut, ben 15 serbatoi di fermentazione vengono fatti funzionare in tempi sfalsati per 
garantire una produzione continua dell'antibiotico. Quando la fermentazione, che dura parecchi 
giorni, è completata, la penicillina G viene separata dalle cellule di muffa esaurite e iniettata nei 
cristallizzatori dove viene aggiunto bufa noto. Il butanolo viene fatto evaporare insieme a 
parie dell'acqua: rimane una fanghiglia liquida di penicillina G cristallina pura al 99 per cen- 
to. Le successive modificazioni chimiche permettono di ottenere le altre forme dì penicillina- 
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della temperatura, del pH, del flusso di 
ossigeno e della quantità di sostanze nutri- 
tive contenute nel terreno di coltura. La 
sospensione di cellule viene agitata da pale 
all'interno del fermentatore, 

I microrganismi che svolgono le fer- 
mentazioni nell'industria degli antibiotici 
provengono da una varietà piuttosto limi- 
tata di gruppi tassonomici. Jànos Berdy 
dell' Istituto di ricerca di chimica farmaco- 
logica di Budapest li ha suddivisi in tre 
gruppi principali. Sei generi di funghi 
ascomiceti danno origine ad almeno 1000 
antibiotici distinti. Tra questi funghi sì 
trovano le muffe del genere Cephahspo- 
rtum, che producono le cefalosporine, e il 
genere Peniciìiìum, fonte delle penicilli- 
ne. Tra i batteri non filamentosi due gene- 
ri sintetizzano circa 500 antibiotici; però 
il numero di gran lunga maggiore di so- 
stanze antibiotiche proviene dagli atti- 
nomiceti, un gruppo dì batteri filamento- 
si, Tre generi di attinomiceti producono 
quasi 3000 antibiotici: il genere Strepto- 
myces ne produce la percentuale maggio- 
re, incluse le tetracicline. 

II numero dì antibiotici prodotti da ogni 
genere non è correlato molto strettamen- 
te alla sua importanza clinica e commer- 
ciale. Dei circa 5000 antibiotici noti, solo 
un centinaio sono stati introdotti sul mer- 
cato. La maggior parte di questi sono de- 
rivati dagli streptomiceti, che fino al 1977 
fornivano 69 prodotti, Sono le penicilline 
e le cefalosporine. tuttavia, che dominano 
il mercato degli antibiotici. Su 4,2 miliardi 
di dollari ricavati dalla vendita di antibio- 
tici nel 1978, circa 1 miliardo proviene 
dalla vendita di penicilline e mezzo mi- 
liardo dalla vendita di ce fa los por ine. 
Gran parte del resto del ricavato proviene 
da prodotti degli attinomiceti. inclusi un 
miliardo di dollari ottenuti dalle tetraci- 
cline. Nessun prodotto batterico occupa 
un settore ben determinato del mercato, 
sebbene alcuni antibiotici batterici siano 
utili in particolari situazioni cliniche. 

Sebbene la diversità tassonomica degli 
organismi che producono antibiotici sia 
limitata, le molecole prodotte sono 
estremamente diverse sia nella struttura 
chimica sia nell'attività fisiologica. Sono 
stati identificati antibiotici che interferi- 
scono con quasi ogni fase del ciclo vitale 
di una cellula batterica; ne sono stati tro- 
vati alcuni che attaccano le cellule fungi- 
ne. Le penicilline e le cefalosporine inter- 
feriscono con la sintesi della parete cellu- 
lare dei batteri; i macrolidi polienici. 
come Tamfotericina /*, disturbano le fun- 
zioni della membrana dei funghi; le 
bleomicme e le antraciclinc interferisco- 
no con la replicazione del DNA; le rifa- 
tnicine interrompono la trascrizione del 
DNA in RNA messaggero; l'è ritrom tei- 
na, le tetracicline e la streptomicina inat- 
tivano il complesso ribosomico (il sito di 
sintesi delle proteine). 

A causa delle differenti strutture e fun- 

*** zioni degli antibiotici, non è facile 
definirli; una definizione pratica di anti- 
biotico è: «prodotto microbico di basso 
peso molecolare che interferisce specifi- 
camente con la crescita dei microrganismi 
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quando è presente in quantità estrema- 
mente piccole*. La maggior parte delle 
sostanze che soddisfano questa definizio- 
ne sono metaboliti fungini o batterici, che 
non svolgono alcun ruolo evidente nella 
crescila e nella conservazione della cellu- 
la. Oneste molecole sono chiamate meta- 
boliti secondari, per distinguerle dai me- 
taboliti primari necessari per la crescita 
dell'organismo. Alcaloidi, tossine e pig- 
menti sono anch'essi metaboliti seconda- 
ri. Questi composti vengono sintetizzali 
solo dopo il rallentamento della crescita 
della cellula (quando è entrata nello stadio 
vitale chiamato idìofase). La funzione de- 
gli antibiotici nelle cellule che li producono 
non è chiara, sebbene sia stata formulata 
(Ipotesi che essi servano per inibire la cre- 
scita di microrganismi competitori. 

Come altri metaboliii secondari» un 
antibiotico è il prodotto finale di una lun- 
ga serie di reazioni catalizzate enzimati- 
camente. Molli geni, sia strutturali che di 
regolazione, contribuiscono alla sintesi; è 
anche necessaria la sintesi dei precursori. 
La complessità delle vie metaboliche che 
conducono alla produzione di un antibio- 
tico ha conseguenze importanti per la 
produzione industriale e per i metodi di 
ricerca impiegati per migliorare ì prodotti 
commerciali. 

Sebbene gli antibiotici possiedano 
un'ampia gamma di strutture chimiche e 
diversi siti di azione, soddisfano lutti il 
principio della tossicità selettiva formula- 
to all'inìzio di questo secolo da Paul Ehr- 
Neh. Il principio afferma che un agente 
chemioterapico efficace deve essere inno- 
cuo per i tessuti umani, ma tossico per il 
microrganismo infettante. Sebbene i pro- 
cessi fondamentali del metabolismo cellu- 
lare nel corpo umano siano simili a quelli di 
organismi molto più semplici» sottili diffe- 
renze possono rendere un antibiotico letale 
per l'agente infettante, ma innocuo per il 
paziente, Questa capacità di discriminazio- 
ne è una proprietà essenziale dell'azione 
degli antibiotici, Sono state scoperte molte 
sostanze dotate di attività selettiva contro i 
batteri, ma la ricerca di agenti efficaci con- 
tro funghi, virus, parassiti ©cellule tumorali 
ha avuto molto meno successo. 

La tossicità della penicillina verso i bat- 
teri fu notata da Alexander Fleming negli 
anni venti; la selettività della sua azione 
fu dimostrata da Howard W. Florey, 
Ernst B. Chain e dai loro colleghi all'Uni- 
versità di Oxford nel 194 1 , quando dimo- 
strarono che la penicillina era in grado di 
curare le infezioni batteriche. La penicil- 
lina è innocua per l'uomo perché il sito su 
cui essa agisce, la parete cellulare batteri- 
ca, non ha equivalenti nell'organismo 
umano. Nessuna di queste scoperte 
avrebbe comunque portato all'uso prati- 
co degli antibiotici per scopi clinici; la 
quantità di penicillina ottenuta in l abora - 
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pochi milligrammi per litro di coltura, era 
di gran lunga troppo piccola per costituire 
la base di un procedimento industriale. 

Nel tentativo di migliorarne la resa, un 
ceppo altamente produttivo di Penictl* 
lium chrysogetium fu esposto sistemati- 
camente a una varietà di agenti mutageni, 



compresa la mostarda azotata, le radia- 
zioni ultraviolette e i raggi X; furono an- 
che sfruttate le mutazioni spontanee. 
Dopo ogni ciclo di esposizione ai mutage- 
ni la generazione successiva di muffe ve- 
niva esaminata per individuare i mutanti 
altamente produttivi. Il processo fu ripe- 
luto numerose volte; furono necessari 21 
cicli di mutazione e selezione eseguiti in 
numerosi laboratori per aumentare la 
resa di penicillina di un fattore 55. Com- 
binato ai miglioramenti delle tecniche di 
fermentazione questo fu sufficiente per la 
prima produzione industriale. Da allora 
ulteriori selezioni e miglioramenti della 
tecnologia delle fermentazioni hanno 
aumentato l'efficienza della produzione a 
20 grammi per litro o più, un migliora- 
mento di 10 000 volte sulla resa di labora- 
torio ottenuta da Florey, premio Nobel 
per te sue ricerche sulla penicillina, 

Te tecniche genetiche classiche che si 
" basano sulla mutazione casuale sono 
assai laboriose, principalmente perché le 

mutazioni che aumentano la resa di anti- 
biotici non conferiscono alcun vantaggio 
ai microrganismo. È quindi necessario 
esaminare molte delle colonie ottenute 
per determinare le loro rese nelle condi- 
zioni di fermentazione. Inoltre i mutanti 
più produttivi non compaiono spesso. 
Sebbene siano ora disponìbili metodi più 
sofisticati per alterare singoli geni, i me- 
lodi classici sono ancora indispensabili 
per migliorare le rese di antibiotico. 

La ragione dell'indispensabilità dei 
vecchi metodi sta nella natura della sintesi 
dei metaboliti secondari. A differenza di 
una proteina, che è il prodotto immediato 
di un singolo gene, un antibiotico viene 
prodotto dall'azione combinata dei pro- 
dotti di 1 0-30 geni, Per la maggior parte 
degli antibiotici commerciali non è nota la 
via completa della sintesi. Conseguente- 
mente i tentativi di alterare singoli geni 
sono per la maggior parte inefficaci nel- 
l'aumentare le rese di antibiotico. L'unica 
recente modificazione sostanziale dello 
screening genetico è stato lo sviluppo di 
metodi automatici per Tesarne degli or- 
ganismi che sono sopravvissuti al proces- 
so di induzione delle mutazioni e per 
identificare i nuovi ceppi con produttività 
più alta. Il dispositivo automatico esami- 
na decine di migliaia di colonie di soprav- 
vissuti per ogni ciclo di mutazione. 

La penicillina è estremamente attiva 
contro un'ampia gamma di batteri Gram- 
-positivi. (I batteri Gram-positivi e Gram- 
-negativi si distinguono sulla base di una 
procedura di colorazione sviluppata nel 
1 884 da Hans Christian Joaehim Gram ; il 
test rivela una differenza fondamentale nelle 
pareti cellulari dei batteri.) Quando la peni- 
cillina fu introdotta nella pratica clinica, si 
scoprì che molte comuni infezioni ba iteri - 

^u - „., , »„ r„_: fa» etwfiWvwìffi lànrd 

monite pneumococàca e la maggior parte 
delle infezioni stafilococciche, potevano 
venire curate rapidamente e completamen- 
te. La penicillina guariva anche infezioni 
gravi e spesso fatali come la meningite da 
mentngococchi ed era efficace nella cura di 
alcune forme di endocardite batterica che 
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I siti dì azione degli antibiotici sono estremamente diversificati e com- 
prendono quasi ogni processo importante della vita di una cellula 
batterica, Le penicilline e le cefalosporine interrompono la costruzione 
delta parete cellulare batterica. Le bleomicme e le aniracirtine interfe- 
riscono con la replicazione del DNA. Le rif arnione impediscono la tra* 
scrizione del DNA in RNA messaggero. L'erìtromicina* la streptomici- 
na, il dora mie nicolo e le tetracicline inattivano tutte il complesso 
ribosomico, dove TRN A messaggero viene tradotto in proteine. Questi 



processi metabolici sono leggermente differenti nei batteri e nelle 
cellule dei mammiferi: gli antibiotici sono perciò tossici per i microrga- 
nismi, ma innocui per gli esseri umani. La cura delle infezioni fungine e 
del cancro è attualmente poco efficace perché sono state scoperte po- 
che sostanze dotate di tossicità selettiva verso le cellule fungine e 
tumorali. Un gruppo di agenti antifungini noti è costituito da sostanze 
chiamate pò tieni. Questi farmaci, che comprendono l^mfoterìcina B, 
interferiscono con il funzionamento della membrana cellulare dei funghi. 
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erano fino allora inesorabilmente fatali* 
Questi impressionanti risultati clinici 
stimolarono la ricerca di altri antibiotici 
naturali. La ricerca era motivata da due 
fattori: la penicillina era molto meno atti- 
va contro i batteri Gram-positivi: era 
anche stato osservato che certi batteri 
Gram-positivi possedevano enzimi capaci 
di inattivare lo penicillina, e quindi erano 
resistenti air antibiotico. Per mezzodì una 
nuova tecnica appositamente sviluppata 
per lo screening dei microrganismi del 
terreno, Selman A, Waksman e i suoi col- 
leghi alla Rutgers University isolarono la 
streptomicina e altri antibiotici dagli atti- 
nomiceti del genere Streptomyces; alcune 
di queste preparazioni erano attive contro 
i batteri Gram-negativi e altre contro i 
batteri Gram-positivi. La muffa Cephtdo- 
sporium acremonìum fu isolata nel 1945 
dal mare al largo della Sardegna da G. 
Brotzu dell'Istituto di igiene di Cagliari, 
Si scopri che le cellule di questa muffa 
sintetizzavano parecchi antibiotici corre- 
lati, uno dei quali, chiamato cefalosporina 
C, era particolarmente efficace contro ì 
batteri patogeni Gram-positivi resistenti 
alla penicillina. 

Sebbene le penicilline, le cefalosporine 
e la streptomicina siano state le scoperte 
più importanti del periodo iniziale dell'i- 
dentificazione degli antibiotici, ve ne fu- 
rono molte altre* Il numero di nuovi anti- 
biotici identificati ogni anno aumentò con 
andamento quasi lineare a partire dalla 
fine degli anni quaranta tino all'inizio 
degli anni settanta, periodo durante il 
quale si caratterizzarono circa 200 nuove 
sostanze all'anno. Sul finire degli anni set- 
tanta i nuovi antibiotici venivano scoperti 
al ritmo di circa 300 all'anno, di cui circa 
150 erano prodotti dagli attinomiceti. 

La produzione di nuovi antibiotici in- 
trodotti sul mercato, tuttavia, declinò ra- 
pidamente dopo gli anni cinquanta. Di- 
venne progressivamente più difficile iso- 
lare un nuovo antibiotico sufficientemen- 
te superiore ai prodotti già esistenti per 
giustificarne l'introduzione nella pratica 
medica. Come risultato del peggìoramen- 



Sono state necessarie ripetute mutazioni per 
creare un ceppo della muffii FeniciUìum chry- 
sogenvm capace di sintetizzare abbastanza 
penicillina da costituire la base dì un procedi' 
mento commerciale. Quattro gruppi di ricerca- 
tori, per indurre mutazioni nella muffa, utiliz- 
zarono radiazioni e composti chimici («S» si* 
pili fica mutazione spontanea, «X» significa 
raggi X, «UV» raggi ultra violetti e <iMA*> mo- 
starda azotata,) La selezione dei ceppi con ca- 
ratteristiche superiori diede origine alla fine al 
ceppo E 15.1, che produceva SS volte più peni- 
cillina dei ceppi di laboratorio, Miglioramenti 
contemporanei della tecnica di fermentazione 
aumentarono ulteriormente le rese; i dati ri- 
**ort™?I tu "ìì^'ìTo ■:*-}■* Qr*«<t riflsttiMio snfram^M i 
tipi di miglioramento. Tecniche genetiche clas- 
siche simili a queste sono ancora air ordine del 
giorno neU'indu*tria degli antibiotici; la com- 
plessità della sintesi degli antibiotici nei mi- 
crorganismi rende svantaggioso sviluppare nuo- 
vi ceppi per mezzo dell'alterazione diretta dì 
singoli geni. 1 metodi di fermentazione moderni 
hanno una resa di più di 20 grammi per litro. 



to dei risultati dello screening di nuovi 
antibiotici e dello sviluppo di resistenze 
agli antibiotici in molti batteri, la ricerca 
cambiò obiettivo. Verso la fine degli anni 
sessanta la maggior parte degli sforzi era- 
no diretti verso la modificazione della 
struttura degli antibiotici esistenti per 
migliorarne l'efficacia, proteggerli dall'i- 
nattivazione da parte dei batteri e miglio- 
rarne le proprietà farmacologiche. 

/""Iran pane degli sforzi furono concert- 
^-* trati sulle penicilline e sulle cefalo- 
sporine, strettamente affini. In entrambi i 
gruppi la struttura centrale di ogni mole- 
cola è l'anello beia-lattamico a quattro 
membri, composto da tre atomi di carbo- 
nio e uno di azoto; le penicilline e le cefa- 
losporine sono note collettivamente come 
antibiotici bcia-lattamici. Oltre ad avere 
un largo spettro di attività antibatterica 
gli antibiotici beta-lattamici sono proba- 
bilmente i meno Eossici tra tutti i gruppi 
principali di antibiotici. 

Sebbene il meccanismo esatto con cui 
gli antibiotici beta-lattamici distruggono i 
batteri non sia stato completamente chia- 
rito, è noto che essi interferiscono con la 
sintesi della parete batterica: essi interfe- 
riscono sia con la sintesi, sia con il mon- 
taggio del peptidoglicano» il costituente 
principale della parete cellulare. Essi 
svolgono la loro azione legandosi ad al- 
meno tre enzimi - la transpeptidasi, la 
carbossipeptidasi e t'endopeptidasi - che 
catalizzano la polimerizzazione e l'in se - 
rimento del peptidoglicano nella parete 
cellulare. L'ubiquità del peptidoglicano 
nella parete cellulare dei batteri e la sua 
assenza negli organismi superiori sono 
responsabili della tossicità altamente se- 
lettiva degli antibiotici beta-lattamici. 

Per oltre 30 anni due muffe, il Penicil- 
Ihtm chrysogenum e il Cephaìosporium 
acremonhtm, furono le fonti esclusive 
degli antibiotici beta-lattamici. Recente- 
mente, tuttavia, in un programma di 
screening intensivo dei microrganismi 
procarioti del suolo, intrapreso dalla Eli 
Lilly and Company e dalla Merck» Sharp 
& Dohme, sono stati scoperti nuovi an- 
tibiotici beta-lattamici nei brodi di fer- 
mentazione degli streptomicetL Questi 
composti, le ce fam teine, possiedono una 
struttura simile a quella delle cefalospori- 
ne, con l'aggiunta di un gruppo indossile 
(CH3-O-) sull'anello heta-lattamico. In 
qualche caso questo gruppo laterale au- 
menta l'efficacia dell'antibiotico contro 
gli organismi Gram-negativi e contro 
quelli resistenti alla penicillina. 

Negli anni sessanta e settanta gli sforzi 
per migliorare gli antibiotici beta-latta- 
mici si incentrarono sull'aggiunta di nuovi 
gruppi laterali all'anello beta-lattamico. 
Il metodo di produzione se mi sin te lieo, 
oggi ampiamente adottato nella produ- 
zione uì penicilline e cciiìiosporìne. sì 
basa sulla sostituzione con metodi chimici 
di una catena laterale con un'altra dopo 
che la fermentazione ha prodotto una 
molecola che possiede fanello centrale. 
L'aggiunta di nuove catene laterali, un 
metodo che è anche stato utilizzato per gli 
antibiotici amminoglicosidici, inclusa la 
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La struttura chimica e la funzione delie penicilline e delle cefalosporine 
sono determinate dall'anello beta-latta mieo a quattro membri (in coto- 
re>; questi farmaci vengono chiamati antibiotici beta- Eatta mici. L'anello 
è essenziale per Fattività di questi composti in quanto blocca la costru- 
zione della parete cellulare batterica, I gruppi laterali attaccati all'anel- 
lo possono potenziare l'uni idiotico e migliorare le sue proprietà farma- 
cologiche* Nelle penicilline cambia un solo gruppo laterale. Nella pro- 



duzione commerciale la penicillina G (così come la cefalosporina C) 
funge da centro strutturale per l'attacco di nuove catene laterali dopo la 
rimozione del gruppo beiuilico. La meiitillins è resisterne all'inattiva- 
zione da parte di enzimi batterici; Tampicillina è efficace contro i batteri 
Gram-negativi. Entrambi questi miglioramenti rispetto alla penicilli- 
na G sono ottenuti per mezzo dell'alterazione della catena laterale. 
Le cefalospoHne possiedono, invece, due catene laterali variabili. 



streptomicina, può migliorare l'efficacia, 
la mancanza di tossicità e la stabilità della 
sostanza; può anche allargare lo spettro di 
organismi contro cui l'antibiotico è attivo. 

Nella produzione semisintetica della 
penicillina un ceppo industriale di 
Peniciliium chrysogenum viene fatto ere- 
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scere in presenza di acido fen il acetico; si 
ha come risultato la produzione d* penicil- 
lina G. La produzione di penicillina G 
viene realizzata su grande scala. Numero- 
si serbatoi di fermentazione vengono soli- 
tamente fatti funzionare in una sequenza 
temporale sfalsata tale che il brodo di 
fermentazione può essere recuperato e 
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ulteriormente lavorato con un flusso 
pressoché continuo, L 'impianto gestito 
dalla società olandese Gist-Brocades NV 
a Delfi, per esempio, comprende 14 fer- 
mestatori, ciascuno con una capacità di 
100 000 litri. Il tempo richiesto per la 
fermentazione è 200 ore; la fase di recu- 
pero richiede 1 5 ore, e così i 14 serbatoi di 
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Nuovi antibiotici beta- lai tamia sono stati scoperti nei brodi di fermen- 
tazione di microrganismi del genere Sireptomyces* un sottogruppo di 
batteri chiamati aitinomi ce IL Sino ali 1 isolamento dei prodotti degli 
streptomiceti le muffe Peniciliium e Cephatosporìum sono state la 
fonte unica degli antibiotici beta -latta mici. Tutte e tre le molecole 
posseggono un'attività antibiotica; l'acido ria v ulani co è anche un po- 



tente inibitore dell'azione delle beta- latta masi. Questi enzimi batterici 
sono capaci di inattivare gli antibiotici beta- lattami ci rompendo l'a- 
nello beta -latta mico. L'acido clavulanico è oggi presente sul mercato 
in combinatone con il farmaco beta-tattamico amoutillina; questo 
ibrido farmaceutico, noto come augmentina, è un antibiotico potente 
che è altresì resistente all'inani* azione da parte delle beta- la Ramasi, 



Fermentazione permettono di procedere 
alla fase dì recupero senza interruzioni. 

La fermentazione è un processo ali- 
mentato a lotti, L'acido fenilacetico è il 
precursore della catena laterale benzilica 
della penicillina G. A fermentazione ul- 
timata, il brodo viene fatto passare attra- 
verso un filtro rotante che separa le cellu- 
le di muffa dal liquido che contiene la 
penicillina; le cellule vengono successi- 
vamente lavate, Il filtrato e la soluzione di 
lavaggio vengono introdotti in un estrat- 
tore chimico. Alla miscela viene aggiunta 
una fonte di ioni potassio, e il risultato è il 
sale potassico cristallino della penicillina 
G. Il sale filtrato ed essiccato costituisce 
un antibiotico puro al 99,5 per cento. 

Dopo il recupero la penicillina G viene 
aggiunta al brodo di fermentazione di un 
ceppo dì batteri che secernono gli enzimi 
chiamati acilast che rimuovono selettiva- 
mente il gruppo benzile dalla molecola e 
producono in questo modo l'acido 6-am- 
minopenicillanico,o6-APA, Questa strut- 
tura centrale ha poche proprietà antibatte- 
riche, ma costituisce un comodo centro 
strutturale per l'attacco dei gruppi laterali 
che aumentano l'efficacia dell'antibiotico. 

Il metodo di produzione sem [sintetico è 
stato adottalo anche per la produzione 
delle cefalosporine. Il punto di partenza è 
la cefalosporina C t prodotta dal Cephalo- 
sporium acremomum. La cefalosporina C 
è attiva sìa contro i batteri Gram-positivi 
sia contro quelli Gram-negativi, ma la 
sua attività è troppo bassa per scopi 
clinici. Tuttavia, se si rimuove una catena 
laterale ammidica della molecola, la strut- 
tura centrale rimanente, l'acido 7-alfa- 
-amminocefalosporanico, o 7-ACA, può 
essere utilizzata nello stesso modo del 
ó-ÀPA. Per mezzo dell'attacco delle ca- 
tene laterali appropriate si crea una varie- 
tà di cefalosporine semisintetiche. 

L'efficacia degli antibiotici beta-latta* 
mici può venire diminuita dalle resistenze 
batteriche. La base biochimica della resi- 
stenza è l'idrolisi, o la rottura, del tegame 
dell'anello beta-lattamico chiamato lega- 
me ammidico ciclico. L'idrolisi rende la 
molecola incapace di legarsi alle peptidasì 
batteriche. Questo tipo di distruzione del- 
l'antibiotico è catalizzata da enzimi chia- 
mati beta-lattamasi, che sono largamente 
diffusi tra i batteri, gli attinomiceti, i ciano- 
batteri e i lieviti, Inoltre gli enzimi possono 
passare da un microrganismo all'altro per 
mezzo di plasmidi che contengono il gene 
che li codifica. L'uso generalizzato degli 
antibiotici ha creato una pressione seletti- 
va che favorisce la sopravvivenza dei mi- 
crorganismi che hanno acquisito ìl gene. 

Un obiettivo di importanza critica nello 
sviluppo di nuovi antibiotici è il supera- 
mento di questa inattivazione enzimatica 
degli antibiotici beta-lattamicL Sono state 
seguite almeno due strategie, Una è l'i- 
dentificazione di antibiotici naturali non 
suscettibili all' inattivazione da parte delle 
beta-lattamasi. Cinque anni fa, durante 
una ricerca di inibitori della sintesi del 
peptidoglicano, i ricercatori della Merck, 
Sharp & Dohme hanno scoperto una 
nuova classe di antibiotici beta-lattamicù 
Questi composti, le tienamicine, sono sta- 
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La formazione di legami atomici incrociati tra le molecole di peptidoglicano durante la costruzio- 
ne della parete cellulare batterica viene impedita dagli antibiotici beta -la Ita mici. Ogni catena 
consiste in parte di unità alternale degli a mminozu ceneri N- ace li I gin cosa m mina (N AG) e acido 
N-acetìlmuramico (NÀM). Le nnità di N AM sono legate a gruppi polipo p ti di ci. La formazione dei 
tegami incrociati tra un polipeptide e l'altro per mezzo di legami peptìdici conferisce alla parete 
cellulare La sua rigidità. Nel batterio Smphyìocaccua aurtus il legame viene stabilito inserendo 
Funi là di glicina terminale di una catena nel legame che unisce due unità di alanìna di un'altra 
catena. L'unità di stanimi terminale viene asportata e si forma un nuovo legame tra l'alanina 
successiva e la glicina terminale. La creazione dì questo legame viene catalizzata da enzimi 
chiamati irunspeplidasi e carbossi peptidasì. Gli antibiotici beta -latta mi ci impediscono la forma- 
zione di legami atomici incrociati tra le catene di peptidoglicano legandosi alle peptidasì e inattivan- 
dole* In questo modo danneggiano le ceDule in crescita che stanno formando le pure ti cellulari. 



ti isolati dai brodi di fermentazione dello 
Streptomyces catti ey a. Sono estremamen- 
te potenti contro molti batteri Gram-po- 
sitivi e Gram-negativi; inoltre, caratteri- 
stica più importante» sono in grado di ini- 
bire le beta-lattamasi, e in questo modo si 
autoproteggono dall'inattivazione. 

1a seconda strategia è di trovare sostanze 
J che siano dotate di poca o nulla attivi- 
tà antibatterica, ma che si comportino 
come potenti inibitori delle beta-lattama- 
si. Un tale inibitore viene quindi combi- 
nato con un antibiotico beta-lattamico 
per formare un composto che resiste all'i- 
nattivazione. Gli inibitori delle beta-lat- 
tamasi, acido clavulanico e acido oltvani- 
co, sono stati identificati dai ricercatori 
della Beecham Pharmaceutical Company 
in Inghilterra. Queste sostanze possiedo- 
no la caratteristica struttura beta-tattami- 
ca, ma ti loro effetto principale è l'inatti- 
vazione degli enzimi. Studi recenti di Je- 
remy Knowles e dei suoi col leghi alla 
Harvard University hanno dimostrato 
che gli acidi clavulanico e olivanico inatti* 
vano gli enzimi con una strategia «suici- 
da». Essi si legano alla molecola di beta- 
-lattamasi e danno inizio a una reazione 



catalitica; tuttavia, a differenza delle altre 
sostanze beta- latta miche che vengono 
idrolizzate e poi si dissociano dall'enzima, 
questi inibitori rimangono bloccati nel 
sito attivo e ne precludono ogni ulteriore 
attività. L'acido clavulanico è un inibitore 
efficace delle beta-lattamasi della mag- 
gior parte dei microrganismi di importan- 
za clinica. Il nuovo antibiotico augmentì- 
na, prodotto dalla Beecham, è una com- 
binazione dell'antibiotico beta-lattamico 
amoxicillina e dell'acido clavulanico. 

Oltre alle tecniche genetiche classiche, 
ali 1 identificazione di metaboliti naturali e 
alla semisìntesi, parecchi nuovi metodi 
genetici si sono recentemente aggiunti al- 
l'armamentario dei microbiologi. Un 
processo elegante è la biosintesi mutazio- 
nale, o mutasintesi, che consiste nella 
creazione per mezzo di una mutazione 
specifica dì un microrganismo che è inca- 
pace di sintetizzare un precursore mole- 
colare di un antibiotico. Quando quel 
precursore viene aggiunto alla coltura cel- 
lulare, viene prodotto l'antibiotico natu- 
rale di quell'organismo. Se viene aggiunto 
un altro precursore con una struttura 
chimica leggermente differente, può ve- 
nir prodotto un nuovo antibiotico. 
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PENICILLINA G 



ACIDO 6-AMMINOPENICILLANICO 
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La conversione biologica della penicillina G in acido 6-amminopenicil- 
lanico (ó-APA) ha meno passaggi ed è più economica della conversione 
chimica. NeDa produzione delle penicilline semisin leti che il 6-APA 
costituisce un nucleo chimico a cui possono attaccarsi te catene laterali, 
con la formazione di nuovi antibiotici. Se si utilizza la conversione 



chimica sono necessari tre passaggi a bassa temperatura e in condizioni 
strettamente anidre con numerosi solventi chimici. Il procedimento 
microbiologico utilizza i batteri che producono gli enzimi chiamati 
acilasi, che scindono il gruppo ben/ilico dalla molecola e producono 
il 6-APA. La fermentazione avviene in acqua a 37 gradi centigradi. 



Un secondo metodo deriva dal fatto 
che il metabolismo secondario dipende 
strettamente dalle concentrazioni dei 
metaboliti primari presenti nella cellula. 
Tra i substrati delta sintesi degli antibio- 
tici vi sono carboidrati, amminoacidi, 
purine, pirimidine, acidi grassi e moleco- 
le donatrici di gruppi acetile e propinile. 
La velocità di produzione dell'antibioti- 
co può venir limitata dalla velocità della 
sintesi o dalia disponibilità di un me Ea- 
bolita primario. Se questo è il caso, e il 
gene per il met abolita primario è stato 
identificato, è possibile creare, per mez- 
zo di manipolazioni genetiche, un ceppo 
che produce più precursore. Il risultato 
è un aumento nella resa di antibiotico. 
Uno di noi (Aharonowitz) ha impiegato 
questo metodo per aumentare la resa di 
cefalosporine dallo Streptomyces clavalì- 
gerus. 

Gli antibiotici possono inibire la cresci- 



ta delle cellule che li producono così come 
quella dei batteri patogeni: di solito Fan- 
tibiotico viene sintetizzato solo dopo che 
la crescita è cessata. Alcuni ceppi mutan- 
ti, tuttavia, sono resistenti ai propri anti- 
biotici e sono altamente produttivi, Per 
esempio, è risultato che certi ceppi di 
Streptomyces aureofaciens che resistono 
ad alte concentrazioni del loro stesso an- 
tibiotico, la clortetraciclina, lo producono 
con alta efficienza. 

Mentre ridenti locazione, la modifica- 
zione e la produzione di sostanze 
efficaci contro le infezioni batteriche sono 
state coronate da un successo considere- 
vole, l'individuazione di agenti simili effi- 
caci contro le infezioni virali e fungine ha 
fatto pochi progressi. Il difetto della mag- 
gior parte degli agenti antifungini e anti- 
tumorali è la mancaza di selettività; la 
maggior parte di essi sono nocivi anche 



aJle cellule di mammifero normali oltre 
che agli organismi patogeni o alle cellule 
cancerose. La maggioranza degli agenti 
antifungini sono tossici se vengono assun- 
ti per via interna e possono essere usati 
solo per applicazioni topiche. Numerosi 
metaboliti microbici inibiscono la crescita 
dei tumori, ma anch'essi sono tossici. 

Una sostanza antitumorale che ha me- 
ritato una seria considerazione è il glico- 
peptidc blcomicina, isolato da Hamao 
Urne za wa e dai suoi col leghi presso (Isti- 
tuto di chimica microbiologica di Tokyo 
dai brodi di coltura dello Streptomyces 
verticilius. Apparentemente agisce le- 
gandosi al DNA delle cellule tumorali e 
rompendolo e interferisce con la replica- 
zione sia del DNA che dell'RNA. Un al- 
tro gruppo importante di farmaci antitu- 
morali è composto da una unità ammino- 
glicosidica e da una molecola di antraci- 
dina. Anche queste sostanze inibiscono la 
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La biosintesi mut aziona le, o mute» Meri, è un metodo elegante per 
produrre nuovi antibiotici, lina mutazione nel gene che codifica per un 
precursore dell'antibiotico naturale del microrganismo porta alla sinte- 
si di una molecola di antibiotico incompleta, che manca di un unico 
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costituente chimico* Quando il precursore mancante viene aggiunto al 
terreno di coltura in cui sta crescendo il microrganismo, viene prodotto 
l'antibiotico naturale. Quando si aggiungono al terreno di coltura pre- 
cursori con strutture differenti, vengono sintetizzati nuovi antibiotici. 
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La produzione degli steroidi comprende numerosi Importanti passaggi 
microbiologìa in un procedimento costituito principalmente da tintesi 
chimiche, I mal e ria ti di partenza per La produzione sono gli steroli. Lo 
stipmasterolu è un prodotto secondario dell'industria dell'olio di soia; 
la diosgenma viene estratta dalle radici del barbasce. Gli sieroll ven- 
gono convertiti in una serie di passaggi chimici in uno di due composti 
intermedi: il composto S e il progesterone. Una multa fungina (il 
Rhizuptts nigricans ù la Currularìn lunata, a seconda del composto 
intermedio) viene poi utilizzata per idrobi tare la molecola. Questo 
passaggio microbiologico è stato di importanza cruciale nello sviluppo 



DEIDRQGE NAZIONE 
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di un metodo commercialmente valido di produzione degli steroidi. U 
metodo chimico di idrofila/ione è complesso e difficile; la scoperta di 
un metodo biologico ha ridotto la sintesi completa da 37 a 1 1 passaggi 
abbassando il costo unitario di produzione- Gli steroidi furono perciò 
resi alla portata economica della maggior parte dei pazienti, [/altro 
importante passaggio microbiologico è la de idrogenazione, cioè la 
rimozione di due atomi di idrogeno dal nucleo dello steroide. Proce- 
dimenti analoghi sono utilizzati nella produzione del cortisone, del- 
I* idrocortisone, del prednisolone e del prednisone. che possiedono 
proprietà farmacologiche diverse da quelle degli steroidi naturali. 



sintesi del DNA e delPRNA. Sta la bleo- 
mieina sia le antracicline. tuttavia, sono 
potenzialmente dannose per il cuore. 

1/ identificazione di agenti efficaci con- 
tro i tumori, sul modello degli antibiotici 
dovrà essere basata sulle differenze dì 
struttura e funzione tra le cellule tumorali 
e le cellule umane normali. Poiché poco e 
noto sulle differenze fondamentali tra le 
cellule tumorali e le cellule normali, la 
ricerca degli agenti antitumorali e larga- 
mente empirica, come la ricerca degli an- 
tibiotici nella sua fase pionieristica. Il Na- 
tional Cancer Inslitule statunitense ha 
iniziato un programma di screening su 
grande scala con lo scopo di identificare 
alcuni agenti dotati di tossicità selettiva 
verso le cellule tumorali. 

Nella produzione industriale degli an* 
li biotici beta-I attamrei la maggior parte, 
se non tutta, l'informazione richiesta per 
la sìntesi e contenuta nel genoma del mi- 
crorganismo; le modificazioni chimiche 
sono relativamente importami, Nella 
produzione di altri farmaci, tuttavia, i 
microrganismi mediano solo passaggi iso- 
lati, o bioconversioni, di processi molta 
più lunghi che si basano principalmente 
su sintesi non biologiche. Normalmente 
solo r informazione per il passaggio isola- 
to risiede nel genoma della cellula e il 
DNA che specifica queste istruzioni costi- 
mi sce una parte molto piccola del corredo 
genetico della cellula. 

1 risultati più clamorosi nei metodi di 
bioconversione sono stali ottenuti nella 
produzione degli ormoni steroide i. All'i- 
nizio degli anni trenta Edward C. Rendali 
della Mayo Foundation e Tadeus Reich- 
Stein delFUni versila di Basilea isolarono 
il cortisone, uno steroide secreto dalle 
ghiandole surrenali. Orca dieci anni più 
tardi Philip S, He neh della Mayo Founda- 
tion dimostrò che la somministrazione di 
cortisone alleviava il dolore dei pazienti 
affetti da artrite reumatoide. La richiesta 
di ormone fu immediatamente considere- 
vole; poiché il mercato potenziale era 
evidentemente molto vasto furono svi- 
luppati dei metodi chimici per la sinicsi 
del cortisone. Tuttavia la sintesi chimica 
era elaborata e richiedeva 37 passaggi, la 
maggior parte dei quali in condizioni 
estreme. Il cortisone prodotto in questo 
modo costava 200 dollari al grammo. 

Una delle complicu/ionì principali nel- 
la sintesi chimica del cortisone è la neces- 
sità di introdurre un atomo di ossigeno in 
una posizione nella struttura a quattro 
anelli dello steroide designata posizione 
1 1 : questo passaggio è cruciale nel de- 
terminare l'attività fisiologica della mole- 
cola. Nel 1952 D. H. Pcterson e Herbert 
C. Murray della Upjohn Company sco- 
prirono che un ceppo della m uff a del pane 
RhizopuS arrhìzus è capace di idrossilare 
il progesterone, un altro steroide, intro- 
ducendo in questo modo un atomo di 
ossigeno in posizione I L II progesterone 
e uno dei primi precursori della sintesi 
del cortisone; con ridrossilazione micro- 
bica {che è realizzata industrialmente 
con organismi strettamente correlati a 
R. tirrhizus ) la sintesi fu ridotta da 37 pas- 
saggi a 1 ! . Di conseguenza il prezzo del 



cortisone fu ridotto a 6 dollari al grammo. 

Uìdrossilazìone microbica del proge- 
sterone ebbe anche delle conseguenze 
economiche oltre a ridurre la lunghezza 
della sintesi chimica. La fermentazione 
poteva essere svolta a 37 gradi centigradi, 
con l'acqua come solvente e a pressione 
atmosferica, In queste condizioni le rea- 
zioni costano molto meno delle reazioni 
condotte in condizioni estreme di tempe- 
ratura e pressione e con solventi non ac- 
quosi, come erano quelle richieste per la 
sintesi chimica del cortisone. 

Da allora sono state trovate molte a lire 
utilizzazioni dei microrganismi nella sin- 
tesi industriale degli steroidi. Gli steroidi 
commercialmente importami compren- 
dono i corticosteroidi cortisone, idrocor- 
lisone, prednisone e dexametasone. l'an- 
drogeno testosterone e l'estrogeno eslra- 
diolo (gli ultimi due vengono utilizzati nei 
contraccettivi) e lo spironolattone (un 
diuretico). 1 materiali di partenza per tutti 
sono alcool complessi chiamati steroli. Ci 
sono due fonti comuni di steroli: la pro- 
duzione di olio di soia genera un prodotto 
di scarto ricco in stigmasierolo e sitostero- 
lo; le radici della pianta messicana barba- 
sce contengono la diosgenina. 

Il primo passo nella produzione degli 
steroidi dagli steroli vegetali è la degrada- 
zione della catena laterale della molecola 
di sterolo, Numerose industrie farmaceu- 
tiche hanno trovato conveniente sfruttare 
i micobatteri (un gruppo di batteri aerobi 
Gram-positivi) per realizzare questo pas- 
saggio, che precedentemente veniva rea- 
lizzato con metodi non biologici. 1 mico- 
batitri ut ìli //ii no gli steroli come fonte di 
carbonio ed energia; ceppi mutanti che 
non possiedono certi enzimi non sono in 
grado di completare la degradazione. 
Questi mutanti vengono sfruttati per de- 
gradazioni parziali che danno origine a 
intermedi utili- Altri batteri modificano il 
nucleo delle molecole di steroidi e produ- 
cono tutta una serie di derivati. 

L'introduzione di questi procedimenti 
microbiologici ha avuto un grande signifi- 
cato per la produzione degli steroidi, in 
primo luogo rendendo commercialmente 
realizzabile la sintesi degli steroidi e suc- 
ce ssi va m e n te r i d uce ndo progressi va m en- 
te il costo unitario dei prodotti. Nel l l JK0 
il prezzo del cortisone negli Stati Uniti lt;i 
di 46 centesimi al grammo, una riduzione 
di 400 volte rispetto al prezzo originario. 
L'identificazione di nuovi usi per gli ste- 
roidi (nella contraccezione e nella cura 
delle insufficienze ormonali, delle malat- 
tie della pelle, delle infiammazioni e delle 
allergie) unita a una produzione più effi- 
ciente ha portato a una notevole doman- 
da. Le vendite all'ingrosso mondiali dei 
quattro principali ormoni steroidei (corti- 
sone, aldosterone, prednisone e predniso- 
lone) hanno raggiunto circa i 300 milioni 
di dollari nel 1978. Questi sono i prodotti 
commerciali più importanti dei procedi- 
menti industriali tir bioconversione, ma 
certamente non sono i soli. 

Nella terza principale categoria di pro- 
cessi microbiologici impiegati per la 
produzione di sostanze farmaceutiche 
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nessuna parte del] 'informazione necessa- 
ria per la sintesi del prodotto è inizialmen- 
te presente nel DNA dell'organismo; tut- 
ta rinformazìone viene inserita artifi- 
cialmente nella cellula. Il gene che speci- 
fica la struttura del prodotto è dapprima 
sintetizzato chimicamente o isolato da un 
altro organismo. Per mezzo di uno dei 
numerosi metodi disponibili il gene viene 
introdotto nella cellula; una volta intro- 
dotto il gene, i meccanismi di espressione 
genica presenti nell'ospite producono la 
molecola desiderala. 

Lo sviluppo di metodi per il trasferi- 
mento di un gene specifico da una cellula 
all'altra e per l'induzione nel nuovo ospite 
dell'espressione fedele ed efficiente del 
gene ha creato un potenziale enorme per 
T'industria farmaceutica, Sono state costi- 
tuite numerose società per lo sfruttamen- 
to delle nuove possibilità. Il risultato 
immediato è stato la produzione di poli- 
peptidi umani (corte catene di amminoa- 
cidi) da parte dei batteri. 

Il primo peptide umano sintetizzato in 
una cellula batterica è stato l'ormone ipo- 
talamico somatostatina. La som atosta lina 
fa parte di un gruppo di ormoni prodotti 
nell'ipotalamo, una ghiandola alla base 
del cervello, e trasportati da un fitto si- 
stema di vasi sanguigni all'ipofisi dove 
agiscono inibendo la secrezione dì insuli- 
na e dell'ormone umano della crescita. I 
ricercatori del City of Hope National 
Medicai Center di Duarte, in California, e 
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dell'Università della California a San 
Francisco scelsero nel 1977 di lavorare 
con la somatosiatina principalmente per- 
ché essa consiste di solo 14 unità ammi- 
noacidiche. Il gene per la som a tostai ina 
non era stato isolato dalle cellule umane, 
ma era possibile dedurre una sequenza di 
nucleotidi dall'ordine noto degli ammi- 
noacidi nel peptide. Fu perciò costruito 
un gene sintetico a partire da blocchi di 
tre nucleotidi ciascuno. Delle 52 coppie di 
basi del gene sintetico, 42 costituiscono il 
gene strutturale per la somatostatina; i 
nucleotidi rimanenti sono stati incorpora- 
ti per fornire «estremità coesive» adatte 
per saldare il frammento di DNA a dop- 
pia elica a un plasmide e per facilitare 
l'espressione corretta del gene e il recupe- 
ro dell'ormone. 

11 gene doveva essere inserito in cellule 
del batterio Escher ichìa coli. Per poter 
realizzare questo trasferimento il gene 
sintetico fu combinato con un plasmide 
chiamato pBR322 e con un segmento del- 
ibo perone lue di E. coli. (L'opero ne he 
consiste di tre geni fisicamente associati 
coinvolti nel metabolismo del lattosio, 
oltre agli elementi genetici che controlla- 
no la loro trascrizione e traduzione.) Il 
gene per la somatostatina fu inserito vici- 
no all'estremi là del gene che codifica 
l'enzima heta-galattosidasL Di conse- 
guenza quando il plasmide fu inserito nel- 
la cellula di Exoli* la somatostatina fu 
prodotta come una corta «coda» polipep- 
lidica attaccala all'enzima. Le molecole di 
somatostatina potevano venire recupera- 
te per trattamento delle proteine con 
bromuro di cianogeno, che scinde le cate- 
ne polipeptìdiche in corrispondenza degli 
amminoacidi me don ina. Poiché il gene 
era stato sintetizzato chimicamente era 
stato semplice introdurre una metionina 
all'inizio della molecola di somatostatina. 
Questa metodica si era resa necessaria 
perché la somatostatina prodotta indi- 
pendentemente dalla beta-gai a ito sidasi 
veniva degradata rapidamente dalle pro- 
teine batteriche. Si è dimostrato che la 
somatostatina prodotta dnE.eoìì È identi- 
ca all'ormone umano naturale. La resa è 
di circa 10 DOG molecole di somatostatina 
per cellula, sufficientemente atta da inco- 
raggiare ulteriori tentativi per la produ- 
zione industriate di polipeptìdL 

Tecniche simili sono state applicate per 
la sintesi microbiologica dell'insulina 
umana, dell'ormone della crescita umano 
e degli interferoni. La produzione di insu- 
lina si è dimostrata ancora più efficiente 
di quella della somatostatina, con una 
resa di 100 000 molecole per cellula bat- 
terica; l'insulina ha anche un'importanza 
medica immediata maggiore della soma- 
tostatina. L'insulina consiste di due cate- 
ne poUpeptidiche, lunghe rispettivamente 
2 1 e 30 amminoacidi. Igeni sintetici codi- 
ficanti per i due polipeptidi furono co- 
struiti in tre mesi di lavoro da Roberto 
Crea, Adam Kraszewskù Tadaaki H irose 
e Keiìchi Itakura del City of Hope Natio- 
nal Medicai Center, Per realizzare il gene 
per la catena più lunga vennero montati 
diciotto frammenti di pochi nucleotidi 
ciascuno; 11 frammenti furono saldati 



insieme a formare il gene per la catena più 
corta, Ciascun gene sintetico fu saldato a 
un plasmide vicino all'estremità del gene 
per la beta-galattosidasi, come era già sta- 
to fatto per il gene della somatostatina. 
Dopo che gli RN A messaggeri erano stati 
trascrìtti e tradotti in proteina i due poli- 
peptidi furono scissi dall'enzima e uniti 
insieme a formare la molecola completa 
dell'insulina. 

11 mercato dell'insulina potrebbe veni- 
re sostanzialmente modificato dall'appi i- 
cazìone delle tecniche microbiologiche. 
L'insulina usata correntemente nella cura 
del diabete è e stratta dal pancreas di 
maiali e bovini. Le insuline di queste spe- 
cie differiscono leggermente dall'insulina 
umana nella loro sequenza amminoacìdi- 
ca; sebbene le insuline animali siano effi- 
caci nella terapia dei sintomi principali 
del diabete, non prevengono alcuni effetti 
secondari, come il deterioramento dei 
reni e della retina- Inoltre alcuni diabetici 
sono allergici agli ormoni animali. 

Se l'insulina umana prodotta dai batteri 
si dimostrerà efficace nel controllo di 
queste patologìe, quasi sicuramente con- 
quisterà una quota sostanziale del merca- 
to mondiale dell'insulina, che si stima 
oggi ammontare a circa 200 milioni di 
dollari. La società Eli Lilly ha annunciato 
un piano per l'introduzione di un proces- 
so industriale perla produzione di insuli- 
na umana basato sul trasferimento geni- 
co. Se le rese potranno essere aumentate 
fino al livello di altri procedimenti indu- 
striali che utilizzano Exoli, 2000 litri di 
brodo di fermentazione potrebbero pro- 
durre 100 grammi di insulina pura. Que- 
sta quantità è equivalente a quella estrat- 
ta da circa 800 chili di ghiandole pancrea- 
tiche animali. 

La produzione di somatostatina e insu- 
lina con metodi microbiologici si fonda 
sulla sintesi dei geni strutturali. Con i 
metodi disponibili oggi, tuttavia, non è 
economicamente conveniente sintetizza- 
re geni per polipeptidi più lunghi di 
circa 30 unità amminoacìdiche, e molte 
proteine di importanza clinica sono mol- 
to più lunghe, La loro produzione richie- 
de l'isolamento del gene naturale. Il 
punto di partenza di questo procedimento 
è TRNA messaggero che contiene la se- 
quenza nucleo! idiea per la produzione del 
polipeptide* Per mezzo dell'enzima tra- 
scrittasi inversa viene prodotta una copia 
dì DNA complementare ali* RNA mes- 
saggero. La molecola di DNA a doppia 
elica viene poi replicata molte volte; si 
sceglie inoltre un vettore appropriato per 
introdurla nelle cellule batteriche. 

Questo metodo comincia a dare discre- 
ti risultati nella produzione dell'ormone 
della crescita umano e degli interferoni. 
Una deficienza dell'ormone della cresci- 
la, prodotto dall'ipofisi causa una forma 
di nanismo che può essere curata sommi- 
nistrando l'ormone. L'ormone è specie- 
-spedfico; la sua fonte principale sono 
stati finora i cadaveri umani. L'ormone 
della crescita potrebbe avere molti usi cli- 
nici, ma la quantità estremamente ridotta 
di sostanza disponibile ha ostacolato la 
ricerca. La produzione microbiologica di 
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La sintesi della somatostatina (ormone che controlla Fattività dell'ipo- 
fisi K il primo polipeptide umano a essere prodotto in cellule balt eriche, 
richiese l'inserzione del gene della somatostatina nei batteri per mezzo 
di un «vettore per l'espressione» costruito parzialmente a partire da un 
plasmide. II gene fu sintetizzato da otto gruppi dì frammenti (dotali di 
estremità complementari) di DNA a singola elica costituiti ognuno di 
pochi nucleotidi, che in questo diagramma semplificato sono indicati 
come A-H. Delle 52 coppie di basi del gene, 42 codificano per la 
somatostatina; le altre costituiscono le «estremità coesive» che permet- 
tono l'inserzione del gene nel plasmide e contengono rinformazìone 
necessaria per l'espressione corretta del gene e la produzione deETor- 



SOMATOSTATINA ATTIVA 

mone. 11 vettore per l'espressione fu costruito a partire dal plasmide 
pBR322, a cui fu aggiunta la regione di controllo e gran parte del gene 
per la beta-ga lattosi dasi appartenente atrope rone batterico lac. La 
regione di controllo contiene gli elementi regolativi richiesti per l'e- 
spressione del gene della beta-galattosidasi. Il gene per la somatostati- 
na fu inserito nel plasmide alla fine del gene della beta-galattosidasi: 
dopo Pi nt rodu zi onc del plasmide nelle cellule del batterio E. coli 
l'ormone umano fu sintetizzato come una corta «coda» polipeptidica 
attaccata all'estremità dell'enzima. L'ormone Tu separato dall'enzima 
mediante trattamento con bromuro di cianogeno; è stato dimostra- 
to che esso è identico alla molecola presente negli esseri umani. 
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questo farmaco potrebbe non solo au- 
mentarne la disponibilità commerciale, 
ma anche facilitare la ricerca delle sue 
applicazioni potenziali. La Genentech, 
una delle società fondate per sfruttare la 
tecnologia dei DNA ricombinante, si è 
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associata alla Kabì Gen AB, una società 
svedese, per produrre l'ormone della cre- 
scita umano. 

Tra gli altri polipeptìdi la cui produzio- 
ne microbiologica è attualmente allo stu- 
dio, gli interferoni sembrano avere le ap- 
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Il gene per l'ormane della crescila umana è stato sintetizzato con una combinazione di sintesi 
chimica e isolamento della molecola naturate. L'ormone della crescita umano è un pulipeptìde 
lungo 191 amminoacidi ed elaborato dai tessuti dell'ipofisi. Il suo interesse medico deriva dal fatto 
che la sua assenza provoca una forma di nanismo che può essere curata mediante somministrazio- 
ne dell'ormone. Il segmento di gene che codifica per i primi 24 amminoacidi del peptide fu 
costruito chimicamente a partire da gruppi dì nucleotidi* Per ottenere il resto del gene sono stati 
ii li lizzati una serie di enzimi, come indicato da questo diagramma semplificato. La trascrittasi 
inversa è slata impiegata per ottenere una copia del gene per l'ormone a partire dall' R VA 
messaggero Isolato dai tessuti dell'ipofisi umana. Le cndonudeasi di restrizione hanno taglialo via 
il frammento interessante dalla copia così ottenuta. La DNA ligati è stata infine usata per saldare i 
frammenti naturali e sintetici. Il gene completo è stato inserito in una versione modificata del 
piramide pRR322 contenente l'operane /ac. La parte sintetica del gene per l'ormone della crescita 
era stata costruita con il suo proprio codone di inizio (ATG), il gruppo di tre basi ebe fornisce U 
segnale di inizio per il processo di traduzione. Per questo motivo l'ormone poteva venire prodotto 
indipendentemente nelle cellule batteriche» senza necessiti dì attacco a una proteina batterica. 



plicazioni più promettenti, sebbene anche 
le più incerte. Gli interferoni sembrano 
dotati dì attività antivirali, in particolare 
per la prevenzione (piuttosto che la cura) 
delle infezioni virali. Potrebbero anche 
possedere la capacità di inibire la crescita 
delle cellule tumorali. Gli interferoni 
sono sintetizzati dai leucociti (globuli 
bianchi del sangue) e dai fibroblasti (cel- 
lule del tessuto connettivo). Gli interfe- 
roni disponibili finora sono stati estratti 
principalmente dalle cellule umane, con 
una resa molto bassa: da due litri di san- 
gue umano si ricava un microgrammo di 
interferone dei leucociti. 

Gli sviluppi recenti delle tecniche del 
DNA ricombinante hanno reso possibile 
produrre 600 microgrammi di interferone 
dei leucociti da un litro dì brodo di fer- 
mentazione, un miglioramento dì più di 
mille volte rispetto alla produzione a par* 
tire dallo stesso volume di sangue. Il mi- 
glioramento della resa ha richiesto una 
serie di modificazioni del procedimento 
dì produzione, molte delle quali ideate da 
David Goeddel e dai suoi colleghi alla 
Gè ne n te eh e da Charles Weissman e dai 
suoi colleghi alla BioGen. Almeno quat- 
tro società stanno tentando di sviluppare 
metodi commerciali per la produzione di 
interferone. Uno degli sviluppi recenti 
più interessanti è stata la produzione con 
alte rese di interferone in cellule di lievito 
per fermentazione. 

1 melodi del DNA ricombinante, parti- 
colarmente quelli applicati alla produzio- 
ne degli interferoni, potrebbero verosi- 
milmente rappresentare il prossimo 
grande progresso nella medicina clinica e 
nei procedimenti industriali delle indu- 
strie farmaceutiche. Oltre all'insulina e 
agli interferoni i candidati più probabili 
per questa Torma di procedimento indu- 
striale includono i fattori di coagulazione 
(proteìne del sangue che sono richieste 
per una coagulazione efficiente), gli en- 
zimi che potrebbero servire nella terapia 
dei disordini genetici congeniti, rumeni- 
nasi (un enzima che distrugge i coaguli di 
sangue), gli ìmmunosiimoìanti (proteine 
che innescano le reazioni immunologi- 
che), gli anticorpi e le proteine antigeni- 
che che sì trovano sulla superficie dei vi- 
rus, che potrebbero venire utilizzate per 
la produzione dì vaccini. 

L'introduzione di nuovi metodi geneti- 
ci, tuttavia, non rappresenta un'innova- 
zione più radicale di quella costituita dal- 
l'introduzione degli antibiotici. I metodi 
associati agli antibiotici hanno prodotto 
cambiamenti sostanziali nella pratica cli- 
nica, nella ricerca pura e applicata e nella 
produzione industriale. La produzione di 
polipeptìdi umani da parte dei microrga- 
nismi potrebbe condurre all'introduzione 
nella pratica medica di sostanze, come gli 
interferoni, dotate di proprietà cliniche 
altrettanto rivoluzionarie quanto quelle 
degli antibiotici. Nella ricerca applicata e 
nella produzione industriale, tuttavia, i 
nuovi metodi non rappresentano altro 
che estensioni sostanziali dei metodi ge- 
netici e delle tecniche di fermentazione 
già sfruttale su scala gigantesca nella pro- 
duzione degli antibiotici. 
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La produzione microbiologica 
nell'industria chimica 



SÉ 



Molti prodotti chimici sono stati finora ottenuti sinteticamente dai 
combustibili fossili, ma il continuo aumento dei prezzi del petrolio 
fa diventare più vantaggiosa la loro produzione per via fermentativa 
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1e capacità di sintesi dei microrganismi 
non si esauriscono nel settore 
-J degli alimenti* delle bevande e 
dei prodotti farmaceutici. I microrgani- 
smi danno origine anche a prodotti chimi- 
ci industriali che possono essere utilizzati 
sia tal quali» sia nella fabbricazione di sol- 
venti, lubrificanti, emollienti, o demul- 
centi, sostanze estraenti, adesivi, acidu- 
lanti. materie plastiche, rivestimenti su- 
perficiali, esplosivi, propellenti, additivi 
per la benzina, combustibili alternativi, 
pesticidi, coloranti, cosmetici , antigelo, 
liquidi per freni, sostanze capaci di rende- 
re tenera la carne, coadiuvanti della dige- 
stione, vitamine e aromatizzanti, In pe- 
riodi differenti del XX secolo, la fermen- 
tazione biologica ha rappresentato il 
metodo più utilizzato per la produzione di 
acido citrico, acido lattico, etanolo, n-bu- 
tanoto e. più recentemente, enzimi. 

Spesso, una sostanza organica di inte- 
resse industriale può essere prodotta sia 
biologicamente sia per sintesi chimica. La 
decisione dì fabbricarla seguendo un pro- 
cesso o T altro, è essenzialmente economi- 
ca e la valutazione più importante è Legata 
al eosto della materia prima. Nella fer- 
mentazione microbiologica la materia 
prima fondamentale è il substrato di cre- 
scita, costituito solitamente da melassa o 
amido: nella sìntesi chimica la materia 
prima principale è spesso il petrolio o uno 
dei suoi derivati. Uno dei parametri da 
prendere in considerazione è il rendimen- 
to del processo cioè la quantità del sub- 
strato che viene trasformata nel prodotto 
e il tempo necessario affinché avvenga la 
conversione. Un altro fattore è il costo del 
recupero del prodotto dal mezzo di fer- 
mentazione o dalla miscela di reazione, 
quando si tratti di sintesi chimica. E anco- 
ra, si deve valutare il valore potenziale dei 
sottoprodotti e il costo dell'eliminazione 
dei residui di lavorazione, 

È noto che i microrganismi producono 
circa 200 sostanze di interesse commer- 
ciale, ma solo poche fra queste sono fab- 
bricate industrialmente con metodi bio- 
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logici. Fra queste le più importanti sono 
l'acetone, l'etanolo, il >r-butanolo. L'acido 
acetico, l'acido citrico, l'acido lattico, gli 
amminoacidi e gli enzimi. Considerazioni 
di carattere economico fanno supporre 
che i microrganismi avranno un ruolo più 
esteso in molte industrie, negli anni ottan- 
ta* A causa dell'aumento del prezzo del 
petrolio, l'industria dei prodotti chimici dì 
sìntesi non godrà ancora per lungo tempo 
del vantaggio di una disponibilità di mate- 
ria prima abbondante e poco costosa. 
I n ol t re , I ' a vve n io d e 1 le tecn iche d i r ico m - 
binazione del DNA rende la fermenta- 
zione molto più interessante. 

Sino a poco tempo fa il microbiologo 
industriale lavorava con un genoma mi- 
crobico limitato; i principali metodi di- 
sponibili consistevano nel cercare organi- 
smi superiori fra i prodotti di mutazione 
casuale o di manipolare le condizioni di 
crescita e modificare con ciò in modo van- 
taggioso le vie di regolazione. Con i nuovi 
metodi genetici di programmazione il 
microbiologo può sostituire una via esi- 
stente con una nuova che contribuisca a 
ottenere una resa di produzione più ele- 
vata o sintesi più veloci ed efficienti, il 
disporre di una nuova via di trasforma- 
zione può permettere di ottenere organi- 
smi che hanno nuove caratteristiche e 
capacità. La fermentazione microbiologi- 
ca, unitamente alle nuove tecniche di 
programmazione genetica, contribuirà in 



modo significativo alla produzione di tre 
grandi classi di prodotti chimici: gli enzi- 
mi, i composti organici alitatici e gli am- 
minoacidi. In questo artìcolo prenderò 
in considerazione tutte queste categorie 
di composti. 

Gli enzimi possono catalizzare sia la for- 
mazione sia la rottura dei legami chi- 
mici, ma sono stati studiati commercial- 
mente innanzitutto per catalizzare la de- 
composizione di grosse molecole quali i 
carboidrati e le proteine. Di primaria im- 
portanza nei processi industriali è la specifi- 
cità degli enzimi: ciascun enzima agisce solo 
su una molecola particolare di substrato. 

Dato che un enzima è una proteina il 
cui funzionamento dipende da una preci- 
sa sequenza di amminoacidi ì quali carat- 
terizzano la sua struttura, una sintesi chi- 
mica su larga scala non è praticabile. Gli 
enzimi sono prodotti da microrganismi 
cresciuti in coltura o vengono ottenuti 
direttamente da piante e animali: oggi i 
costì, in genere, favoriscono i metodi mi- 
crobiologici. L'eccezione più importante 
è costituita dalla papaina che serve quale 
coadiuvante della digestione e come so- 
stanza capace di rendere tenera la carne e 
che è ottenuta dal frutto di papaia. 

Gli enzimi sono stati sfruttati commer- 
cialmente sin dal 1 890, quando gli estratti 
da cellule di funghi sono stati introdotti 
nella lavorazione della birra peraccelera- 



Questi serbatoi di fermentazione all'aperto contengono microrganismi che trasformano lo zuc- 
chero in acido glutammico e lisina- L'acido glutammico sene quale aromatizzante, sotto forma di 
sale* il monosodio glutammato (MSCìi. La lisina è un amminoacido essenziale per la nutrizione 
dell'uomo e degli animali non ruminanti, ma non può essere sintetizzata direttamente da questi 
organismi e quindi viene aggiunta ai mangimi. Ciascun serbatoio contiene 240 000 litri ed è atto 
circa 30 metri. Nella fotografia si vedono sette dei 20 serbatoi, lutti pressoché identici, dell'im- 
pianto delia Kyowii Hakko Kogyo Co. Ltd., di Hofu in Giappone, f serbatoi t che sono siati 
costruiti all'inizio degli anni settanta, sono i pia grandi per un impianto di questo tipo. La Kyowa 
HaJtko produce annualmente almeno 20 000 tonnellate di MS lì e 10 000 tonnellate di lisina. Gli 
amminoacidi sono ottenuti con un processo aerobico e da ciascun serbatoio gli scarichi sono 
eliminati attraverso le tubazioni a forma di imbuto. Gli amminoacidi costituiscono una classe di 
prodotti chimici industriali che possono essere ottenuti per via microbica; le due altre classi di 
composti che si possono ottenere per la stessa via sono gli enzimi e i composti alitatici organici. 
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re la decomposizione di amido in zucche- 
ro. Ora, su grande scala sono prodotte 
quattro classi d'enzimi; proteasi, glucami- 
lasi, alfa-amilasi e glucosioisomerasl La 
famiglia delle proteasi comprende at- 
tualmente numerosi enzimi che degrada- 
no te proteine attaccando i legami pepti- 
dkL La proteasi industrialmente più im- 
portante, ottenuta dal batterio Bacilius 
licheni formh t viene usata principalmente 
nei detergenti quale coadiuvante del la- 
vaggio. Le proteasi ottenute da altri bat- 
teri e funghì sono impiegate, su scala 
minore, quali coadiuvanti della digestio- 
ne, neH T alimentazione animale e per la 
capacità di rendere tenera la carne. Le 
amiìasi costituiscono una famiglia dì en- 
zimi che demoliscono l'amido prima in 
piccole catene di molecole di glucosio e 
poi in glucosio. La glucosioisomerasi con- 
verte il glucosio nel suo stereotsomero, il 
fruttosio, usato come dolcificante. 

La fermentazione industriale è respon- 
sabile della produzione di 1270 tonnella- 
te per anno dei quattro enzimi: 530 ton- 
nellate di proteasi, 350 tonnellate di glu- 
camilast, 320 tonnellate di alfa-amìlasi e 
70 tonnellate dì glucosioisomerasi. Le 
vendite di tutti gli enzimi nel mondo 
ammontano oggi a circa 300 milioni di 
dollari. Il settore è dominato dalle società 
europee; la Novo Industri in Danimarca e 
la Gist-Brocades NV nei Paesi Bassi co- 
prono il 60 per cento del mercato mondia- 
le. L'industria è da ritenere in ascesa nel 
prossimo decennio, quando le tecniche di 
ri combinazione del DNA saranno appli- 
cate alla produzione microbiologica degli 
enzimi. Dato che un enzima è un prodotto 
diretto di un gene, la resa del processo 
può essere aumentata introducendo copie 
multiple del gene nel DNA dell'organi- 
smo. Ciò è realizzabile ottenendo la mas- 
sima espressione del gene attraverso l'in- 
serzione di siti di regolazione nel DNA, 
che sono chiamati promotori, e facilitan- 
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do la secrezione dell'enzima dalla cellula. 

Il processo che ha dimostrato con più 
chiarezza il valore degli enzimi sintetizza- 
ti microbiologicamente è la trasformazio- 
ne dell'amido nello sciroppo di mais ad 
alto contenuto di fruttosio usato come 
dolcificante, che sta rapidamente sosti- 
tuendo il saccarosio nelle bevande analco- 
liche. Sebbene la trasformazione sia stata 
utilizzata solo recentemente, si sono otte- 
nuti più di due milioni di tonnellate di 
sciroppo di mais ad alto contenuto di frut- 
tosio ogni anno. La conversione prevede 
tre passaggi, nei quali la sostanza di par- 
tenza è trattata in successione con alfa- 
-amilasi, glucamilasi e glucosioisomerasi. 

I! costo della fabbricazione di dolcifi- 
canti a base dì fruttosio dipende in mas- 
sima parte dall'efficienza con la quale si 
ottengono gli enzimi. Bunji Maruo e i suoi 
collaboratori dell'Università Nihon han- 
no aumentato la resa di alfa-amilasi da 
Bacilius subtiiis di circa 200 volle, combi- 
nando il metodo classico dì mutazione e 
selezione con la tecnica della rìcombina- 
zione genetica. Essi hanno identificato 
alcuni stadi di regolazione che controlla- 
no la sintesi di alfa-amilasi e che agiscono 
in modo sinergico nel dare rese superiori 
in ceppi selezionati di B, subititi. 

Le tecniche del DNA ricombinante 
sono state applicate anche alla produzio- 
ne di alfa-amilasi termostabile. B* subùlìs 
cresce a temperatura ambiente e Talfa- 
-amilasi che sintetizza è rapidamente 
denaturata dal calore. Se l'enzima potesse 
agire a una temperatura più elevata, la 
trasformazione catalitica dell'amido in 
glucosio avverrebbe a un tasso maggiore. 
Un modo per ottenere un tale enzima 
sarebbe quello di inserire il gene delTalfa- 
-amilasi, ottenuta da un batterio termofi- 
lo, in B, subtiiis, T batteri termofili vivono 
in condizioni di temperatura elevata e 
forniscono enzimi che sono resistenti al- 
l'inattivazione dovuta alla temperatura. 
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QUANTITÀ 
(TONNELLATE PER ANNO) 



VENDITE 
(MILIONI DI DOLLARI PER ANNO) 



Le vendite mondiali di enzimi, nel 1980, sono state pari a 300 milioni dì dollari, Nell'istogramma 
sono riportate le tonnellate e le vendite annue di cinque enzimi prodotti su larga scala, con metodi 
mìcro biologici. La proteasi batterica, che degrada Le proteìne mediante rottura dei legami peplidici. 
ha un valore commerciale principalmente quale coadiuvante del lavaggio. Gli enzimi alfa-amilasi, 
glucamilasi e glucosioisomerasi servono prevalentemente per trasformare l'amido in sciroppo di 
mais ad alto contenuto di fruttosio, che sta sostituendo il saccarosio nelle bevande analcoli- 
che* Le am Siasi demoliscono l'amido con formazione di glucosio e la glucosìosom erasi converte il 
glucosio in fruttosio. La rennìna è usata nella produzione di formaggi. Può essere estratta dal quarto 
stomaco di un vitello o di una mucca oppure può essere prodotta per via microbiologica, I dati sono 
stati fomiti dall'Office of Technology Assessment e da J. L. Gliele della Gene* Corporation. 



Questi batteri, comunque, non possono 
essere studiati vantaggiosamente nell'i- 
potesi di un loro impiego nella produzio- 
ne di alfa-amilasi, perché la loro struttura 
genetica è scarsamente nota. Shoji Stu- 
fi orni ya e i suoi collaboratori del l'Univer- 
sità di Tokio hanno dimostrato che è pos- 
sibile ottenere una produzione maggiore 
di alfa-amilasi termostabile per inserzio- 
ne di un gene di amilasi, prodotto da un 
batterio termofilo, in B, subtiiis, 

Un altro modo per aumentare la pro- 
duttività del fruttosio sarebbe quello di 
condensare i tre stadi attuali in un unico 
passaggio* Questo si potrebbe ottenere 
incorporando i geni per l'alfa-am il asi, la 
glucamilasi e la glucosioisomerasi in un 
unico microrganismo, L'amido sarebbe 
quindi trasformato in sciroppo di mais ad 
alto contenuto di fruttosio in un unico 
contenitore di fermentazione. 

Tn settore nel quale gii enzimi che de- 
» ri vano da microrganismi potranno 
presto dare un importante contributo è 
quello dell'industria di materie plastiche 
che ha un fatturato di 50 miliardi di dolla- 
ri. Numerose materie plastiche sono otte- 
nute per polimerizzazione degli ossidi di 
alchene, cioè ossidi di composti dì carbo- 
nio a catena lineare nei quali almeno uno 
dei legami fra atomi di carbonio è un dop- 
pio legame. Gli ossidi di alchene sono 
prodotti attualmente per sintesi chimica 
da materie prime che derivano dal petro- 
lio. Un elegan te metodo enzimatico per la 
sintesi degli ossidi di alchene è stato pro- 
posto recentemente da Saul L, Neidle- 
man della Cetus Corporation, Peter J. 
Farley, presidente della Cetus, si attende 
che la sintesi enzimatica dell'ossido di 
propilene venga introdotta su scala com- 
merciale prima della fine del decennio in 
corso e che le vendite possano raggiunge- 
re un fatturato annuo mondiale compreso 
fra i 2 e i 3 miliardi di dollari. 

La sintesi enzimatica degli ossidi di al- 
chene richiede l'impiego di tre enzimi: la 
pi ranosio- 2 -ossidasi ottenuta dal fungo ba- 
si di ornicele Oudemansieilu mucida, una 
aloperossidasi dal fungo Caldariomyces 
o da altre fonti e un^epossidasi daFlavohac- 
terium. Nel primo stadio della sintesi, la 
pi ranosio-2 -ossidasi promuove la forma- 
zione di acqua ossigenata (H:02), con il 
glucosio che funge da substrato e quale 
fonte di energia. Nel secondo stadio, che è 
mediato dairaloperossidasi. l'acqua ossi- 
genata si combina con un alchene e un 
alogeno (fluoruro, cloruro o bromuro) con 
formazione di un'aloìdrina, cioè un alchene 
legato a un gruppo ossidrili co (—OH) e a 
un alogeno. Nello stadio finale, mediato 
dall'epossidasi, l'idrogeno del gruppo ossi- 
dili ico e lo ione alogeno sono eliminati con 
formazione dell'ossido di alchene. 

La produzione enzimatica di ossidi di 
alchene potrebbe garantire vantaggi eco- 
nomici rispetto alla sintesi chimica. Uno 
ione alogeno può essere fornito da un sale 
semplice quale il cloruro dì sodio ed è 
comunque meno costoso di un alogeno 
elementare, necessario nella sintesi chi- 
mica. Il sistema enzimatico inoltre può 
dare luogo a sottoprodotti quali il fr ut io- 
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1 composti ulifatici organici, con esclusione del melano, hanno avuto 
nel 1980 un totale di vendite negli Stati Uniti che ammonta a 3 miliardi 
di dollari. 1 composti al «fatici comprendono i solventi e gli acidi organi- 
ci. Negli Istogrammi sono riportati i quattro composti prodotti in grosse 
quantità: addo acetico, etanolo, n- butano lo e gHcerolo. Da questi dati 
sono esclusi l'etanolo utilizzato per la produzione di bevande alcool ieh e 
e l'acido acetico impiegato come aceto. Tutti e quattro i composti 
possono essere prodotti per via biologica, ma attualmente soltanto 



l'etanolo viene ottenuto su scala industriale con questo procedimento e, 
inoltre, il 70 per cento dell'etanolo industriale è sintetizzato chimica- 
mente da derivali del petrolio. Gli istogrammi in colore indicano le 
sintesi biologiche mentre quelli in grigio le sintesi chimiche. Ci sì 
attende che a causa del costo del petrolio l'industria dei prodotti ali* 
fatici adotti su scala maggiore la fermentazione anche grazie alla possi- 
bilità di far uso dei batteri termofili e alla prospettiva di nuove mate- 
rie prime» I dati sono fomiti dall' US International Trade Commission. 
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Le vendite degli amminoacidi nel mondo nel 1980 hanno raggiunto U 
tetto di 1,7 miliardi di dollari, I tre amminoacidi riportati sono quelli 
prodotti in quantità maggiore: acido glutammico, metìonina e lisina. 
L'acido glutammico è ottenuto per fermentazione. La lisina e la m et io- 
li in a sono amminoacidi essenziali dal punto di vista nutrizionale e sono 
prodotti su scala commerciate quali additivi dell'alimentazione anima- 
le. La metionina è prodotta per sintesi chimica, ma P8(J per cento della 
lisina è ottenuto biologicamente, Ciascun amminoacido ha due isomeri. 



ma uno solo di questi partecipa con un ruolo attivo alle reazioni 
biologiche* La fermentazione produce soltanto l'isomero biologica- 
mente attivo, mentre nella sintesi chimica metà della produzione ri- 
sulta inattiva. Questa specificità rende la via biologica più efficiente, ma 
non sempre è stato possibile sfruttarla a fondo. Con una maggior 
conoscenza del metabolismo cellulare, tutti gli amminoacidi di interes* 
se industriale potranno essere prodotti presto per fermentazione, t 
dati sono stati fomiti dall'Office of Technology Assessment e da Click. 



sio e l'acido gluconico. (Quest'ultimo è 
aggiunto ai detersivi per lavastoviglie 
perché previene ta precipitazione dì sali di 
calcio e di magnesio che possono lasciare 
macchie sulle superfici dei bicchieri.) La 
produzione di fruttosio da glucosio, nella 
prospettiva di Neidleman. è della massi- 
ma importanza in vista del crescente uso 
di fruttosio come dolcificante. Nello 
schema di Neidleman la conversione di 
glucosio prima in glucosone e successi- 
vamente in fruttosio ha una resa del 1 00 
percento e questa è certamente più favo- 
revole della massima resa ottenuta nella 
trasformazione enzimatica dell amido in 
sciroppo di mais ad alto contenuto di frut- 
tosio, che è risultata pari al 50 per cento. 
Un altro vantaggio della sintesi enzima- 
tica degli ossidi di alchene è la sua flessibi- 
li tà: cambiando il substrato sul quale agi- 
sce la aloperossidasi, ti processo può esse- 
re adattato in modo tale da fornire ossidi 
di alcheni differenti quali l'ossido di pro- 



pilene per le plastiche polipropileniche e 
l'ossido di etilene per le materie plastiche 
polietileniche. Un altro vantaggio è dato 
dall'assenza di inquinanti dato che Palo* 
geno può essere riciclato. Inoltre, il siste- 
ma enzimatico sarà indubbiamente mi* 
gtiorato dalle tecniche del DNA ri combi- 
nante. Per prima cosa la programmazione 
genetica dovrebbe essere in grado di 
aumentare il rendimento della produzio- 
ne dei ire enzimi dalle fonti microbiche. 
Una possibilità suggestiva, ma più remo- 
ia, è quella dì aumentare le prestazioni 
degli enzimi modificando i loro siti attivi. 

Gli enzimi prodotti su scala commer- 
ciale hanno una funzione sempre più 
importante nella diagnostica medica. Per 
esempio, la colesterolo-ossidasi è l'enzi- 
ma usato per valutare il livello di coleste- 
rolo nel siero e Turicasi è un enzima che 
serve per dosare l'acido urico. 

La stessa tecnologia del DNA rieombì- 
nante richiede alcuni enzimi quali Tendo- 



nucleasi di restrizione per tagliare il DNA 
in forma aperta e la ligasi per riunire le 
zone terminali tagliate. Le società che 
lavorano con il DNA ricombinante hanno 
ovviamente interesse a produrre questi 
enzimi in modo poco costoso, Ronald W. 
Davis e i suoi collaboratori della School of 
Medicine della Stanford University han- 
no ottenuto un incremento di 500 volte 
nella resa della ligasi, inserendo copie 
multiple del gene della ligasi in Escher i- 
chia coli. Gli enzimi necessari per le tecni- 
che di ricombinazione del DNA si sono 
rivelati mollo utili nella diagnostica medi- 
ca. Per esempio, il rilevamento prenatale 
dell'anemia falciforme può essere effet- 
tuato applicando un'endonucleasi di re- 
strizione al DNA delle cellule fetali con- 
tenute nel liquido amniotico. Questo 
metodo non presenta alcuno dei rischi 
della tecnica diagnostica tradizionale che 
prevede il prelievo del sangue dal feto. 
Le tecniche del DNA ricombinante 
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hanno molto altro da offrire all'industria 
degli enzimi, oltre al semplice incremento 
nella produzione. La modificazione diret- 
ta del gene potrebbe fornire enzimi con 
un'attività specifica e una stabilità termi- 
ca superiori. Sarà anche possibile sia la 
progettazione razionale sia la sintesi degli 
enzimi. Altri fattori che rivestono impor- 
tanza nella valutazione economica della 
produzione degli enzimi comprendono 
Tuso più efficace delle sostanze dì parten- 
za e di altre materie prime, l'inibizione 
della sintesi di enzimi non desiderati e il 
recupero più efficace degli enzimi dalle 
soluzioni diluite. Ciascuno di questi fatto- 
ri può essere indirizzato dalle tecniche di 
programmazione genetica. 

Anche l'efficienza operativa della so- 
stanza che fermenta potrà essere miglio- 
rata per mezzo delle tecniche di pro- 
grammazione genetica. Quando il fer- 
mentante è* un fungo, i lunghi filamenti 
spesso si attorcigliano strettamente, come 
una «forchettata» di spaghetti, così da 
non poter essere nutriti correttamente dal 
mezzo di crescita. Se il fungo potesse es- 
sere modificato geneticamente in modo 
da crescere non come filamenti, ma come 
cellule singole, potrebbe assumere più 
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sostanze nutritive e quindi avere una 
maggiore efficienza di fermentazione* 

La seconda importante classe di prodotti 
-'chimici industriali è costituita dai 
composti organici ali fatici, che sono rico- 
noscibili per l'assenza di anelli benzenici e 
di strutture simili. Le sostanze alifatiche 
con applicazione industriale possono es- 
sere grosso modo divise in due categorie: 
solventi e acidi organici 1 solventi com- 
prendono retando* il n-butanolo, l'ace- 
tone e il glicerolo, mentre gli acidi organi- 
ci sono l'acido acetico, l'acido citrico e 
l'acido lattico. In genere i solventi su scala 
industriale non sono prodotti per via 
biologica anche se per il n-buianolo. l'a- 
cetone e il glicerolo un tempo si era 
seguita questa strada. Ciononostante, 
l'industria dei solventi può ritornare alla 
fermentazione per l'alto costo dei pro- 
dotti petrolchimici, la prospettiva di 
sfruttare i batteri termofili e la disponi- 
bilità di nuove materie prime. 

1 batteri termofili crescono rapidamente 
a temperature comprese fra 60 e 75 gradi 
centigradi , 1 1 maggior vantaggio, che questi 
batteri hanno rispetto ai microrganismi che 
vivono a temperatura più bassa, consiste 
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nel loro metabolismo più rapido. Un altro 
punto positivo è costituito dal fatto che il 
fermentante non deve essere raffreddato 
mollo per rimuovere il calore liberato dal 
metabolismo dei batteri. Inoltre, quando il 
flusso di solvente fuoriesce dal fermentante 
ad alta temperai ura, è necessaria una mino* 
re quantità di energia per ottenere la suc- 
cessiva purificazione dei prodotto attraver- 
so la distillazione. 

Se la produzione microbiologica dei 
solventi vorrà competere con la tòltesi 
chimica a partire da derivati del petrolio 
sarà necessario disporre di sostanze di 
partenza abbondanti e poco costose. Nei 
metodi precedenti adottati per la prepa- 
razione dei solventi mediante fermenta* 
zione, il substrato era lo zucchero di can- 
na, o la melassa di bietola o I amido di 
mais, frumento, segale o cassava, ti prez- 
zo della canna da zucchero, della melassa 
e dell'amido è soggetto ad ampie fluttua- 
zioni e quindi sarebbe stato molto diffìcile 
per una grande industria di fermentazio- 
ne basarsi su questi substrati. 1 substrati 
alternativi che sono stati presi in conside- 
razione comprendono la cellulosa, il me- 
ta nolo e i prodotti organici di scarto. 

La cellulosa e i polimeri simili sono fra i 
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La sìntesi biologica dell'eia no lo è oggi condotta essenti ni mente con la 
slessa tecnica usata nella produzione delle bevande alcooliche, ma sono 
allo studio altri metodi. Il substrato è attualmente sia lo zucchero non 
raffinalo (da canna da zucchero o melassa di bietola } sia T amido (da 
mais, frumento, segale e cassava K il quale viene convertito in zucchero. 
L'organismo fermentante è generalmente un lievito, ma può darsi che i 
batteri Zvmomonas mobitis e Thermoanareobacfer ethanolìcm abbia- 
no una maggior efficienza. I prezzi dello zucchero non raffinato e 
dell'umido fluttuano notevolmente per cui sarebbe difficile per una 
grossa industria di fermentazione fare un grosso affidamento su questi 
substrati. Inoltre, queste sostanze sono utilizzate come prodotti alimen- 



tari. Altri tre metodi si basano stilla cellulosa e su polimeri analoghi del 
legno, che sono abbondanti, rinnovabili e poco costosi. I.a cellulosa può 
essere fermentata in uno o due stadi. Nel processo a due stadi un 
microrganismo demolisce la cellulosa nelle sue unità elementari di 
zucchero che successivamente vengono fatte fermentare da un altro 
microrganismo con produzione finale di etanolo. Nel processo a uno 
stadio un unico mie nirvani smo demolisce la cellulosa e fa fermentare in 
zucchero formatosi fino allo stadio di etanolo. I microrganismi che hanno 
queste capacità sono molto rari per cui U quarto metodo è quello di pro- 
grammare geneticamente un lievito o un batterio in modo da renderlo ca- 
pace di convertire la cellulosa in etanolo attraverso un -unica operazione. 



costituenti più importanti di quasi tutti i 
materiali vegetali e quindi sono materie 
prime rinnovabili. Una fonte promettente 
di cellulosa per la produzione di solventi è 
il legno che è ampiamente disponibile e ha 
un prezzo stabile e basso se confrontato con 
quello dello zucchero e dell'amido. Il legno 
ha tre componenti strutturali: la Lignina e i 
polisaccaridi, cellulosa ed emicellulosa. 
Affinché la fermentazione del legno possa 
essere competitiva con l'industria dei pro- 
dotti chimici di sintesi devono essere utiliz- 
zati tutti e tre i componenti. Per la lignina 
non vi sono problemi: può essere bruciata 
essendo un combustìbile ad alio potere ca- 
lorico. Devono essere invece sviluppati 
metodi efficienti perla fermentazione della 
cellulosa e dclTemicellulosa. Illustrerò 
questi metodi in seguilo quando parlerò 
della produzione di etanolo. 

Il metanolo, che è un altro possibile 
substrato, può essere prodotto dal carbo- 
ne che viene trasformato in gas di sintesi. 
Il metanolo ha un unico atomo dì carbo- 
nio e sono necessarie delicate vie biochi- 
miche per la sua conversione in molecole 
molto più complesse nelle quali più atomi 
di carbonio sono legati fra di loro. Solo 
pochi microrganismi sono in grado di ri- 
cevere tutto il loro carbonio da composti 
con un singolo atomo di carbonio quali il 
metanolo e, quindi, qualsiasi procedi- 
mento commerciale che utilizzi il metano- 
lo quale substrato sarà realizzabile solo 
per mezzo di uno di questi organismi. In 
tali microrganismi dovranno essere pro- 
grammali geneticamente sia gli opportuni 
meccanismi di regolazione sia le vie bio- 
chimiche di trasformazione. L'Imperiai 
Chemical Industries in Gran Bretagna ha 
fatto crescere il batterio Methytophilus 
methylotrophits su metanolo dopo aver 
cancellato, con metodi di ingegneria ge- 
netica» una via di trasformazione che ne- 
cessita di energia. Il batterio produce una 
proteina che è venduta come mangime 
per gli animali con il nome di Pruteen. 

L T uso di prodotti organici di scarto qua- 
li substrati per la produzione di solventi 
avrebbe l'ulteriore vantaggio di eliminare 
materiali nocivi. I prodotti di scarto sono 
un miscuglio complesso di sostanze, alcu- 
ne delle quali tossiche. Per far fermentare 
questi rifiuti è necessario cercare un mi- 
crorganismo resistente a tutte le tossine 
presenti e che possa consumare molte del- 
le sostanze che compongono il miscuglio. 
Una famiglia di batteri che sembra utile 
allo scopo è quella degli Pseudomonas* 
Ananda M. Chakrabarty della General 
Electric Company ha programmato gene- 
ticamente Pseudomonas putida in modo 
che questo utilizzi naftalene, xilene, alcu- 
ni e canfora. L'ipotesi che il batterio possa 
degradare le macchie di petrolio oceani» 
che ingigantisce le sue reali possibilità, ma 
il microrganismo risulterà comunque uti- 
le in molti sistemi industriali, quali ad 
esempio gli stagni di discarica dei rifiuti, 
nei quali possono essere controllati sia la 
temperatura sìa altri fattori ambientali, 

L etanolo è uno dei più importanti prò- 
* dotti chimici usati in industria. Negli 
Stati Uniti, nel 1 980 ne sono state prodot- 
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La «intesi det/r-hulanolo può essere ottenuta con tecniche mi ero biologiche, ma questi metodi non 
vengono adottati perché le vie biochimiche di trasrumi a/ io rie non sono completamente noie. Le 
vie di Irasform azione riportale in figura rappresentano la fermentazione del glucosio in n -butano- 
Io per azione del batterio Ciosiridium actiobutylfcum. Inizialmente si forma il but irrato (il sale 
dell'acido butirrico) e successivamente, attraverso una nuova via metabolica, si ha la produzione 
di acetone e //-butano lo. Il meccanismo che controlla questo processo non è noto. Un altro rut- 
tore critico è la tossicità del n -butano lo nei confronti dell'organismo stesso che Io produce. 



te 619 000 tonnellate con un fatturato 
totale di 297 milioni di dollari, (In questa 
cifra non è compreso l'etanolo prodotto 
per bevande alcooliche.) L'etanolo è usa- 
to come solvente, come prodotto estraen- 
te e come antigelo. Inoltre è un substrato 
per la sintesi di altri composti organici 
utilizzati come solventi, estraenti, colo- 
ranti, farmaci, lubrificanti, adesivi, deter- 
genti, pesticidi, plastificanti, rivestimenti 
superficiali, cosmetici, esplosivi e resine 
per la fabbricazione di fibre sintetiche. 

L'etanolo può essere prodotto sia sinte- 
ticamente da materie prime che derivino 
dal petrolio sia biologicamente per mezzo 
di Saccharomyces cerevisjae, un lievito, o 
di altri microrganismi. Nel processo chimi- 
co, normalmente adottato. Terilene otte- 
nuto dal petrolio o dal gas naturale è tra- 
sformato ad alta temperatura in etanolo 
per aggiunta di acqua e in presenza di de- 
tcrminati catalizzatori. Nel processo bio- 
logico un lievito secerne etanolo come sot- 
toprodotto della fermentazione sia dello 
zucchero grezzo sia dell'amido che è stato 
convertito in zucchero. All'inizio del XX 
secolo l'etanolo era prodotto su larga scala 
per fermentazione. In questi ultimi anni il 
70 per cento dell'etanolo prodotto negli 
Stati Uniti è ottenuto per sintesi chimica 
fondamentalmente a causa del costo dello 
zucchero e dell'amido. 11 costo crescente 
del petrolio, comunque, sta rendendo 
competitivo l'impiego del processo della 
fermentazione. 

In realtà l'equilibrio dei costi si è spo- 



stato in modo tale che la fabbricazione 
per fermentazione dell'etanolo rappre- 
senta una valida alternativa alla benzina. 
Il Brasile ha programmato di sostituire 
negli anni novanta la benzina con Tetano- 
Io. Negli Stati Uniti il «gasohol» una mi- 
scela 9:1 di benzina ed etanolo è stata 
accolta con entusiasmo nel Middle West. 
La completa sostituzione della benzina 
con gasohol richiederebbe circa 45 mi- 
liardi di litri di etanolo per anno, mentre 
la produzione attuale è di 1,1 miliardi, di 
cui solo un terzo è usato come combustibi- 
le. Ciononostante il prezzo dell'etanolo 
prodotto per fermentazione è paragona- 
bile al prezzo della benzina. 

Se l'etanolo dovesse essere usato come 
combustibile diventerebbe particolarmen- 
te urgente la domanda di un substrato ab- 
bondante e poco costoso. In un mercato con 
un'alta offerta di mais, quale è quello degli 
Stati Uniti, il mais in eccesso potrebbe esse- 
re usato come substrato, ma anche per 
questa via si otterrebbero forse non più di 
7,5 miliardi di litri di etanolo per anno. 

Un substrato più abbondante è il legno, 
ma la sintesi biologica dell'etanolo dal 
legno è decisamente più complessa di 
quella dal mais. Il legno deve essere pre- 
minato con diverse modalità e inoltre è 
necessario separare la cellulosa dall'emi- 
cellulosa, La cellulosa, poi, può essere 
fermentata in uno o in due stadi. Nel pro- 
cesso a due stadi, la cellulosa, che è un 
polimero del glucosio, viene demolita con 
formazione delle sue unità più semplici di 
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zucchero che vengono fatte fermentare 
dando etanolo, lì processo ha una buona 
resa, ma La complessità della sua natura 
aumenta ti costo. Una metodologia alter- 
nativa consiste nella demolizione della 
cellulosa e nella fermentazione dello zuc- 
chero formato, in un unico passaggio. I 
microrganismi con rimerò patrimonio dì 
enzimi necessari per mediare questa tra- 
sformazione sono molto rari. Quale pri- 
ma meta T i ricercatori stanno quindi ten- 
tando di programmare geneticamente un 
lievito che produca etanolo o il batterio 
Zymomonas in modo che possa degrada- 
re la cellulosa. 

Sforzi analoghi vengono condotti sullo 
xilano (un tipo di emicellulosa) che e un 
polisaccaride con una struttura Legger- 
mente differente da quella della cellulosa 
ed è composto da uno zucchero a cinque 
atomi dì carbonio, lo xilosio. Lo xilano 
può costituire sino al 30 per cento della 
massa di legno. Gruppi di ricercatori di- 
retti da Henry Schncidcr del National 
Research Council del Canada e George T. 
Tsao della Purdue University hanno dimo- 
strato, lavorando in modo indipendente, 
che se lo xilosio viene trasformato in xilu- 
tosto, questo può essere fermentato dal 
lievito per dare etanolo. La conversione 
dello xilosio in xilulosio è mediata dall'en- 
zima xilasioi som e rasi e, quindi, i ricercato- 
ri stanno tentando di incorporare nel lievi- 
to il gene per la xìlosioisomerasi. 

Quale microrganismo produce la mag- 
gior quantità di etanolo? Tradizional- 
mente i più efficienti sono i lieviti, ma 
studiosi dell'Università del New South 
Wales e della Ruteers University hanno 



La produzione dì un amminoacido con metodi 
biologici dipende daUe tecniche usate per alte- 
rare U metabolismo della cellula e per promuo- 
vere V escrezione deJ prodotto dalla cellula 
slessa. In figura è riportata la trasform azione 
del glucosio in acido glutammico (o nel suo sale 
MSG >per mezzo àiL'urynehavwrium. Il gluco- 
sio è convertito in pini vaio attraverso la via 
metabolica di Embden-Meyerhof (glicoli si». 
un meccanismo fondamenta te attraverso il 
quale una cellula trae energia dal glucosio, ti 
piruvato entra quindi nel ciclo di Krebs, o ciclo 
dell'acido iriearbo ssilici», nel quale nn'ulierio* 
re ossidazione libera energia in maggiore quan- 
tità. Il ciclo è cortocircuitata da una bassa con- 
centrazione dell'enzima alfa-che toglu tara to- 
d eidrogenasi che permette la trasformazione 
dell'acido alfa-chetoglutarico in acido glutam- 
mico. Nello s tesso tempo, il ciclo del % li ossila to, 
rappresentato dalla freccia tratteggiata* risulta 
attivato per produrre altra energia. Mentre la 
cellula sta crescendo il ciclo del gliossllato com- 
pete con lo smistamento di acido glutammico 
verso t'addo aUa-chetnglutarìcn. Alla fine, tut- 
to il substrato è deviato a formare acido glu- 
tammico. Vi sono numerose tecniche per indur- 
re la cellula a espellere glutammato in grandi 
quantità. Se la cellula viene resa carente in 
biotina (una vitamina ), la membrana si fessura. 
permettendo a una maggiore quantità di glu- 
tammato di fuoriuscire- La membrana può esse- 
re anche efficacemente modificata per aggiun- 
ta al mezzo di coltura di un acido grasso saturo o 
di un detergente. L'aggiunta di penicillina al 
mezzo di coltura provoca lesioni nella parete 
cellulare* attraverso le quali possono essere 
escrete grandi quantità di addo glutammico. 
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scoperto che il batterio Zymomonas mo- 
bilis t presente nei vini di palma e nel 
pulqu€ f una bevanda messicana, fa fer- 
mentare Io zucchero a una velocità dop- 
pia rispetto al lievito. Alta fine, probabil- 
mente, saranno i batteri termofili a dimo- 
strare di essere i fermentanti più efficien- 
ti. Tutto questo anche se il miglioramento 
della toro efficienza è legato alle tecniche 
del DNA ricombinante, le quali possono 
servire ad aumentare la quantità di ceni 
enzimi nella cèllula o a sostituire un enzi* 
ma con un altro avente una attività speci- 
fica più elevata. 

La maggiore limitazione alla produzio- 
ne per fermentazione di etanolo o di altri 
solventi è la capacità del microrganismo 
di tollerare il solvente. Non si sa molto su 
che cosa renda un microrganismo resi- 
stente all'etanolo, ma sembra che la tolle- 
ranza sia legata alla frazione di acidi gras- 
si, presenti nella membrana della cellula, 
che sono chimicamente insaturi, ossia 
mancano di idrogeno. Una possibile spie- 
gazione t che gli acidi grassi insaturi ren- 
dano la membrana più permeabile aire- 
tanolo e perciò riducano la concentrazio- 
ne intracellulare. 

Un altro solvente organico è li ti -buta- 
no! o {dove ti sta per «normale» e 
vuol dire che la molecola è costituita da 
una catena lineare di atomi di carbonio e 
non da una catena ramificala), Il /t-buta- 
nolo è usato in grande quantità nella fab- 
bricazione di plastificanti, liquido per fre- 
ni, additivi della benzina, resine urea- 
-formaldeide, solventi e rivestimenti pro- 
tettivi. Oggi, praticamente tutto il /*-bu- 
tanolo è ottenuto per sintesi chimica, ma è 
nota da tempo una via biologica. Nel 
1912 Chaim Weizmann che stava allora 
lavorando presso l'Università di Manche- 
ster sviluppò una coltura di fermentazio- 
ne batterica per la produzione di/i-buta- 
nolo, dalla quale sintetizzò butadiene usa- 



L' inibizione retroattiva è un meccanismo di 
regolazione intracellulare che deve essere su- 
perato netta produzione commerciate di alcuni 
amminoacidi quali la lisina, I) diagramma in 
alto mostra Ea via metabolica per In produzione 
fermentativa di lisina per mezzo di Carynebac- 
terìum gluiamicum* le righe in colore rappre- 
sentano T inibizione. La lisina e la treonina 
sono prodotte entrambe dal batterio e il loro 
accumulo simultaneo inibisce T azione del pri- 
mo enzima presente nella via di t ras formazio- 
ne, l'aspa rtnto eh ina si, e quindi inibisce l'ulte- 
riore produzione di lisina. In un ceppo mutante 
che manca dell'enzima omoserinadeidrogena» 
si, i passaggi metabolici che portano alla sintesi 
della treonina sono eliminati: gli stadi mancan- 
ti sono nella zona in grigio. Il mutante ha biso- 
gno di treonina per crescere, ma essa viene 
aggiunta lentamente in modo che né la treoni- 
na né la lisina accumulata facciano scattare 
l' inibizione retroattiva. In assenza del mecca- 
nismo di inibizione, la sintesi della lisina pro- 
cede con la massima velocità. Il diagramma in 
basso mostra la via metabolica per la produ- 
zione di lisina da parte di E&cherichia coli. Il 
meccanismo di inibizione retroattiva è più 
complesso, come si può notare dalle righe in 
colore e per questo E. co ti non viene usato 
per produrre Ja lisina sii scala commerciale. 
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to nella fabbricazione della gomma sinte- 
tica. Un sottoprodotto della fermentazio- 
ne e l'acetone che durante la poma guerra 
mondiale era mollo richiesto quale sol- 
vente nella fabbricazione dì un esplosivo, 
la cordite. Dopo la guerra, la richiesta di 
acetone è diminuita, ma quella dm-buta- 
nolo è aumentala. 

La fermentazione messa a punto da 
Weizmann si basava sulla conversione 
deiramido a opera del batterio Ci ostri- 
dìum acetobuiyiicum o di zucchero per 
mezzo di Ciosmàìum saccharoacetobuty- 
licum. La produzione di n-butanolo per 
fermentazione diminuì negli anni quaran- 
ta e cinquanta soprattutto a causa del 
prezzo dei prodotti petrolchimici che era 
crollato al di sotto di quello dell'amido e 
dei substrati dello zucchero quali mais e 
melassa. Attualmente il /?-butanolo è 
prodotto per fermentazione solo in Sud 
Africa dove il petrolio scarseggia a causa 
dell'embargo internazionale. Il substrato 
è la melassa e quale fonte di energia viene 



utilizzato carbone; i batteri esauriti ven- 
gono recuperati e venduti come mangimi 
per ruminanti. In risposta alla crescita del 
costo dei prodotti petrolchimici l'indu- 
stria, in altri paesi, sta rivalutando la fer- 
mentazione quale fonte di w-butanolo. 

Un impedimento all'adozione su larga 
scala dei metodi microbiologici nella sin- 
tesi del rc-butanolo sta nella scarsa cono- 
scenza delle vie metaboliche. Un altro fat- 
tore crìtico è la tossicità de! n-butanolo 
nei confronti del batterio. I primi ceppi 
industriali di C.aceiobuiylicum facevano 
fermentare al massimo il 3,8 per cento 
dell'amido usato come substrato per dare 
1*1,2 per cento di n-butanolo. I batteri 
sono uccisi da concentrazioni più elevate 
di questo prodotto del loro stesso metabo- 
lismo. I ricercatori non hanno avuto mol- 
to successo nella scelta di ceppi mutanti 
con una tolleranza superiore al «-butano- 
Io. In prove di laboratorio è stata raggiun- 
ta una tolleranza del 2,85 per cento ag- 
giungendo carbone vegetale attivo al 
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La sintesi enzimatica degli ossidi di alche ne, che sono materie prime nell'industria delle materie 
plastiche, è stata proposta da Saul L, Neidleman della Cetus Corporation, Le materie plastiche 
come il polipropilene e il polietilene sono prodotte per polimerizzazione degli ossidi dialchene che 
attualmente sono sintetizzati da derivati del petrolio. La sintesi enzimatica è basata su tre enzimi: 
la piranosio* 2- ossidasi* un'aloperossìdasi e un'epossidasi* I funghi e i batteri dai quali si ottengono 
gli enzimi sono riportati nei diagramma. Il sistema può dare luogo a sottoprodotti di valore. 



mezzo dì fermentazione, ma non è ancora 
noto se si può ottenere anche su larga 
scala. Quando si sarà capito che cosa ren- 
de una sostanza tossica per un organismo, 
le tecniche del DNA ricombinante po- 
tranno suggerire una strategia da seguire 
per aumentare la resistenza dell'organi- 
smo stesso. 

TI glicerolo serve quale lubrificante nella 
*- produzione di mangimi per animali 
domestici , di prodotti da forno, di canditi, di 
glassa, di paste dentifricie, di colle, di adesi- 
vi, di tavole dì sughero» di cellofan e di certi 
tipi di carta. Inoltre, è impiegato quale 
emolliente e lenitivo in molti prodotti far- 
maceutici e cosmetici. Quale solvente, il 
glicerolo è aggiunto a estratti, ad altri 
aromatizzanti e coloranti alimentari. Gli 
esteri del glicerolo sono usati nella fabbri- 
cazione di esplosivi e di propellenti. 

Durante la prima guerra mondiale la 
Germania produceva per fermentazione 
grosse quantità di glicerolo da usare negli 
esplosivi. Il processo consiste ne I raggi un - 
ta di sodio solfito a una coltura di fermen- 
tazione di etanolo. Il solfito interferisce 
con la sintesi dell'etanolo combinandosi 
con una molecola di intermedio. Dalla 
diversificazione che risulta dai processi 
metabolici, il glicerolo diventa il prodotto 
finale più importante. Dopo la prima 
guerra mondiale il glicerolo è stato pro- 
dotto commercialmente per saponifica- 
zione dei grassi e per sintesi da propilene 
e propano. La produzione microbiologica 
di glicerolo ritorna alla ribalta fondamen- 
talmente grazie alla scoperta di lieviti che 
sono in grado di sintetizzarlo senza t'im- 
piego dì sodio solfito o di altri agenti che 
indirizzino la formazione. 

Degli acidi organici di uso industriale il 
più importante è l'acido acetico. Negli 
Stati Uniti sono prodotti più di L ,4 milioni 
di tonnellate di acido acetico per anno, 
con un valore di 500 milioni di dollari. 
(Da queste cifre è escluso l'acido acetico 
usato come aceto.) L'acido trova impiego 
anche nella produzione della gomma, del- 
le materie plastiche, delle fibre acetate, 
dei prodotti farmaceutici, dei coloranti, 
degli insetticidi e dei materiali fotografici . 
In Giappone, l'acido acetico è usato quale 
substrato nella produzione fermentativa 
degli amminoacidi. 

L'acido acetico può essere ottenuto per 
ossidazione microbiologica dell'etanolo, 
ma salvo che nella produzione di aceto il 
processo non è attualmente competitivo 
nei confronti della sintesi chimica che è 
basala sulla carbonilazione del metanolo. 
Negli Stati Uniti è stato condotto un lavo- 
ro molto interessante sulla fermentazione 
della cellulosa in acido acetico per effetto 
di un batterio termofilo. Un'altra solu- 
zione possibile consiste nella trasforma- 
zione di idrogeno e anidride carbonica in 
acido acetico per mezzo dei batteri Ace~ 
tobacterium woodiì e Cfostridittm aceiì- 
cum. Lo sviluppo di tale tecnologia è 
comunque legato alla possibilità di deci* 
fra re il patrimonio genetico di questi bat- 
teri sino a oggi poco studiati. 

L'acido citrico, un ingrediente essen- 
ziale dei generi alimentari, è prodotto con 
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buona resa da melassa per mezzo di 
Aspergtfhts nìger. Il mercato mondiale 
dell'acido citrico è di 175 000 tonnellate 
per anno con vendite pari a 259 milioni di 
dollari. La fermentazione risulterebbe 
più economica se fosse basata sull'impie- 
go di un substrato meno costoso quale la 
cellulosa, ottenibile trasferendo all'A, ni- 
ger geni per enzimi che decompongono 
facilmente la cellulosa. La produzione 
commerciale per fermentazione di alcuni 
acidi organici quali l'acido acrilico, usato 
nella produzione delle materie plastiche, 
e l'N-acet il p-amminofenolo che è vendu- 
to come Tilanolo, il sostituto dell'aspiri- 
na, con la programmazione genetica rea- 
lizzerebbero meno di quanto si otterreb- 
be da una migliore conoscenza del mec- 
canismo di regolazione che favorisce la 
loro sintesi. 

L'acido lattico che serve come acidu- 
lante nei prodotti alimentari, come mor- 
dente nell'industria tessile ed è usato in 
galvanoplastica, nella levigatura elettrica 
e nella fabbricazione di materie plastiche, 
è stato il primo acido organico a essere 
ottenuto per fermentazione su scala 
commerciale. Negli Stati Uniti e in Euro- 
pa si producono circa 40 000 tonnellate di 
acido lattico per anno con vendite pari a 
56 milioni di dollari. Quasi tutto l'addo 
lattico prodotto attualmente negli Stati 
Uniti è ottenuto per sintesi chimica, men- 
tre in Europa solo una metà è ottenuta 
per questa via, L'acido lattico viene fatto 
fermentare con buona resa a partire da 
glucosio per mezzo del batterio Laaoha- 
ciilus deibrueckìi, ma il recupero dell'aci- 
do dal la coltura è costoso. 

MI occupo ora degli amminoacidi, le 
piccole molecole che si uniscono 
dando luogo alle proteine. Dei 20 ammi- 
noacidi che solitamente costituiscono le 
proteine, otto non possono essere sinte- 
tizzati nell'uomo; di questi otto ammi- 
noacidi essenziali, la lisina e la metionina 
sono particolarmente importanti nella 
nutrizione dato che la maggior parte dei 
cereali ne contengono scarse quantità. La 
lisina e la metionina sono quindi prodotte 
commercialmente quali additivi nell'ali- 
mentazione animale. La metionina è pro- 
dotta per sintesi, mentre solo il 20 per 
cento della lisina è ottenuto per la stessa 
via; il restante 80 per cento è prodotto per 
fermentazione. Un altro amminoacido 
importante per l'industria è l'acido glu- 
tammico, usato sotto forma di sale, mo- 
nosodio glutammato (MSG) prodotto 
solo per via microbiologica, quale aroma- 
tizzante. La produzione per fermentazio- 
ne di 40 000 tonnellate di lisina e dì 
300 000 tonnellate di MSG per anno è il 
fiore all'occhiello della produzione mi- 
crobiologica nell'industria chimica. 

In genere un amminoacido può essere 
prodotto con maggiore efficienza per 
fermentazione che per sintesi chimica, 
tutte le volte che le vie metaboliche intra- 
cellulari che governano la sua produzione 
sono note e non sono troppo compiesse. 
Per ciascun amminoacido esistono due 
isomeri ovvero due disposizioni speculari 
della molecola. Salvo poche eccezioni, 



solo uno degli isomeri partecipa alle rea- 
zioni biologiche, La produzione micro- 
biologica di un amminoacido porta sola- 
mente all'isomero biologicamente attivo, 
mentre la sintesi chimica fornisce quanti- 
tà uguali dei due isomeri. In altre parole, 
metà della produzione della sintesi chimi- 
ca è biologicamente inattiva. Inoltre, i 
metodi per separare gli isomeri sono co- 
stosi e in alcuni casi non sono assoluta- 
mente noti. Ritengo che con l'aumento 
delle conoscenze sul metabolismo cellula- 
re, tutti gli amminoacidi in commercio 
saranno prodotti solo per fermentazione. 
Il monosodio glutammato è prodotto 
su larga scala da colture di CorynebQcte- 
rium glummicum e Brevibaaerium fta* 
vum. Negli Stati Uniti l'industria degli 
aromatizzanti consuma annualmente 
30 000 tonnellate di MSG, un terzo delle 
quali è importata dal Giappone e dalla 
Corea del Sud, Il principale substrato è il 
glucosio, ma valide alternative sono le 
frazioni n -paraffiniche del petrolio, che 
erano usate alla fine degli anni sessanta 
quando erano abbondanti e poco costose, 
e l'acido acetico che è poco costoso e dà 
meno rifiuti del glucosio, 

Un fattore importante nella produzio- 
ne su scala commerciale del MSG (e di 
altri amminoacidi) è quello di indurre la 
cellula a espellere la sostanza in grandi 
quantità. Una metodologia adottata per 
questo scopo è di far crescere il Coryne- 
baaerium giutamicum in un mezzo con- 
tenente una quantità di Noi in a (una vi- 
tamina) inferiore a quella ottimale. La 
membrana cellulare in questo modo di- 
viene carente in fosfolipidi e vi si formano 
di conseguenza delle fessure e la quantità 
espulsa di MSG è più elevata. Se il mezzo 
di coltura ha un livello di biotina elevato, 
la membrana deve essere modificata con 
altre tecniche quali l'aggiunta di un acido 
grasso saturo o di un detergente. Efficace 
appare anche raggiunta di penicillina la 
cui modalità di azione antibatterica consi- 
ste nel! Inibire la sintesi di peptidoglicano 
nella parete cellulare. 

Quando saranno noti i meccanismi che 
governano l'escrezione del MSG sarà 
possibile applicare le tecniche del DNA 
ricombinante al C.glmamkum in modo 
da creare membrane fessuratoli. Questi 
ceppi geneticamente alterati dovrebbero 
fornire elevati livelli di mono sodio glu- 
tammato senza la necessità di un'accurata 
regolazione delle condizioni di crescita e 
senza t'uso di additivi costosi quali gli aci- 
di grassi saturi o la penicillina. 

La produzione di un amminoacido può 
essere incrementata anche dallo sviluppo 
di un ceppo batterico nel quale viene evi- 
tato un meccanismo di regolazione che 
solitamente limita la produzione. Nel C. 
gluiamicum, per esempio, la lisina e la 
treonina sono prodotte entrambe dalla 
stessa sequenza di eventi di sintesi e la 
simultanea presenza dei due amminoacidi 
inibisce ben presto un passaggio enzima- 
tico nella via di trasformazione e impedi- 
sce quindi l'ulteriore produzione di lisina. 
In qualche ceppo mutante, sono invece 
bloccati gli stadi che portano alla sintesi dì 
treonina. I batteri mutanti hanno bisogno 



di treonina per crescere, ma questa è ag- 
giunta lentamente cosicché sia la treonina 
sia la lisina che si accumula non inibiscono 
l'ulteriore produzione dì lisina. Con la 
perdita di regolazione, la sintesi della lisi- 
na procede alla massima velocità, Con 
un'altra soluzione non viene bloccato al- 
cuno stadio metabolico* ma viene disatti- 
vato il meccanismo di inibizione retroat- 
tiva, cosicché sia la lisina sia la treonina 
possono accumularsi, 

Ta prospettiva per l'industria degli am- 
^ minoacidi è luminosa, grazie ai nuovi 
ed estesi mercati. La richiesta mondiale di 
proteine animali è alta, e altrettanto ele- 
vata e la necessità di lisina e metionina 
quali sostanze che rendono completi gli 
alimenti. La Eurolysine Company di 
Amiens in Francia ha investito recente- 
mente 27 milioni di dollari per raddop- 
piare la produzione di lisina. Ce stato un 
aumento nell'uso degli amminoacidi gli- 
cina e alanina quali agenti aromatizzanti e 
di cisterna quale sostanza capace dì forni- 
re al pane la sua caratteristica struttura. Si 
è anche ipotizzato che le ulcere gastriche 
possano essere trattate con gii amminoa- 
cidi glutammina e istidina e che i disturbi 
epatici possano essere curati con arginina. 

Come risponderà l'industria della fer- 
mentazione alla crescente domanda? C'è 
da attendersi una produzione su scaia 
commerciale di una maggior quantità di 
amminoacidi e un miglioramento nella 
resa dovuto all'applicazione delle tecni- 
che del DNA ricombinante alla elimina- 
zione dei meccanismi intracellulari di 
regolazione. Dove i meccanismi di rego- 
lazione sono troppo complessi per essere 
elusi in modo conveniente, si può produr- 
re per fermentazione un precursore del- 
l'amminoacido e trasformarlo successi* 
vamente per via enzimatica. 

Il contributo più significativo dell'inge- 
gneria genetica alla sintesi degli amminoa- 
cidi sarà forse quello di rendere possibile la 
produzione per fermentazione della me- 
tionina della quale sono sintetizzate chimi* 
camente 105 000 tonnellate per anno. La 
sintesi biologica è sempre stata una meta, 
ma non si è riusciti a ottenere né per muta- 
zione né per selezione i microrganismi che 
siano capaci di produrre metionina su larga 
scala. Il tentativo è fallito perché si sono 
potute sfruttare le sole vie di trasformazio- 
ne biochimica esistenti. Con il DNA ricom- 
binante si sarebbe in grado di introdurre 
nuove vie dì trasformazione e i meccanismi 
di regolazione necessari. 

Un'alternativa alla produzione com- 
merciale di metionina sarebbe La produ- 
zione di una proteina ricca in metionina. 
L'aggiunta diretta di metionina ai man- 
gimi animali impartisce un sapore amaro. 
Se fosse possibile diminuire il gusto ama- 
ro, la metionina potrebbe essere aggiunta 
agli alimenti umani come complemento 
nutrizionale, Una proteina, con incorpo- 
rata una grossa quantità di metionina, è 
più gradevole della metionina tal quale, 

È solo questione di tempo, ma alla fine 
l'industria di sintesi chimica cederà il pas- 
so alla produzione con metodi biologici di 
tutti gli amminoacidi. 
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Metodi di produzione 
nella microbiologia industriale 

La pratica tradizionale e la necessità di produzioni su piccola 
scala favoriscono la lavorazione in lotti, ma sono già in corso 
di sperimentazione nuovi procedimenti di lavorazione in continuo 

di Elmer L. Gaden, Ji\ 



Nelle applicazioni della microbio- 
logia all'industria, l'elemento 
più caratterizzante di solito è 
quello biologico: lo sfruttamento di un 
organismo vivente per la produzione di 
una sostanza utile. Come si può vedere 
da altri articoli in questo fascicolo di 
«Le Scienze», i metodi dell'ingegneria 
genetica promettono di aumentare l'ef- 
ficienza e la versatilità degli organismi 
da cui dipendono industrie di questo 
tipo. Tuttavia, bisogna tenere sempre 
ben presente che un processo biologico 
può essere utile appieno solo quando è 
adattato a un determinato ambito di 
produzione. Bisogna portare a contatto 
materie prime con cellule viventi o con 
componenti (in particolare enzimi) 
estratti dalle cellule; bisogna assicurare 
condizioni che favoriscano la trasforma- 
zione biochimica delle materie prime nei 
prodotti desiderati; spesso un prodotto 
deve venire isolato da altre sostanze con 
cui si trova mescolato. La microbiologia 
industriale necessita pertanto non solo 
di microrganismi, ma anche eli un am- 
biente in cui gli organismi possano cre- 
scere e di una tecnologia opportuna per 
il trattamento dì tali organismi e dei loro 
prodotti. Sia L'ambiente sia la tecnolo- 
gia, in genere, non possono prescindere 
da un sistema dì vasi, tubazioni, pompe, 
valvole e altri dispositivi. Ne consegue 
che T ingegneria genetica è soltanto uno 



dei fattori che contribuiscono al succes- 
so di una industria biologica: sono dì 
essenziale importanza anche i contribuii 
dell'ingegneria di processo. 

Dato un procedimento biochimico, esi- 
stono molti modi diversi per organizzare 
un impianto su scala industriale. Fino a 
oggi, tuttavia, solo pochi metodi hanno 
raggiunto l'applicazione pratica e posso- 
no essere divisi in due grandi categorie* 
processi a lotti e processi in continuo. In 
un processo a lotti si riempie un conteni- 
tore con ì materiali dì partenza, che 
spesso comprendono i microrganismi 
stessi. La conversione biochimica ha luo- 
go in un contenitore nell'arco di un certo 
periodo di tempo, che può andare dalle 
poche ore a numerosi giorni. Alla fine il 
contenitore viene svuotato, il prodotto 
purificato e il processo riprende con un 
nuovo lotto di materiale. In un processo 
in continuo l'immissione delle materie 
prime e l'estrazione dal contenitore dei 
prodotti finiti avvengono in un flusso re- 
golare e costante. In un processo di que- 
sto genere tutti gli stadi della conversione 
biochimica devono procedere simulta- 
neamente e, sostanzialmente, alla stessa 
velocità, IL processo a lotti può essere 
paragonato all'attività di una acciaieria, 
mentre il processo in continuo è mag- 
giormente analogo all'attività di una raf- 
fineria di petrolio. 

La scelta fra il metodo a lotti e il meto- 



Batteri immobilizzati su fibre di cotone per la produzione di un alcool industriale (etanolo) in una 
mìcm l'olografia al microscopio elettronico a scansione, ripresa da Cari E. Shivelj della Alfred 
University, Questi batteri, della specie Zymomanas mohìlis, sono utilizzati da secoli nell'America 
Centrale per preparare bevande fermentate come il pulque, ottenuto dalla fermentazione del succo 
di agave. Oggi risulta che i batteri sono più efficienti dei lieviti nella trasformazione di carboidrati in 
etanolo. Per pò le roti enere lamicrofotograiìaJe fibre di cotone sono stale intrecciate su una rete dì 
plastica, che funge da supporto, e poi inoculate con ì batteri. La relè di plastica è stala inserita in una 
camera orizzontale di vetro, della lunghezza di 55 centimetri. A una estremità sono state intro- 
dotte le sostanze nutritive, fra cui glucosio; il mezzo esaurito, insieme con l'etanolo, veniva fatto 
uscire i« H 'altra estremità. Dopo che il processo era in funzione da 15 giorni è stato prelevalo un 
campione dei batteri immobilizzati. Non si sa con precisione se i batteri siano intrappolati tra 
le fibre o siano lenuli legati alle fibre da una forza, per esempio, da attrazione elettrostatica. 



do in continuo deve essere effettuata in 
base a considerazioni economiche. In 
generale i metodi in continuo sono più 
adatti quando il volume di produzione è 
grande; fino a ora, però, nella maggior 
parte dei casi i prodotti della microbiolo- 
gia industriale sono stati ottenuti con pro- 
eessi a lotti. Le motivazioni, che riprende- 
rò più avanti, hanno a che fare, in parte, 
con la natura biologica dei processi coin- 
volti e. in parte, con la scala a cui opera 
per lo più la microbiologia industriale. È 
probabile che queste motivazioni conti- 
nuino a pesare, ancora per un certo pe- 
riodo di tempo, a favore del processo a 
lotti. 

Come avrete potuto vedere negli artico- 
li precedenti, i processi industriali 
condotti con mezzi microbiologici differi- 
scono notevolmente l'uno dall'altro nei 
particolari, Nel loro aspetto più generale, 
tuttavia, sono molto simili. Dal punto di 
vista del tecnologo, gli stadi biologici qua- 
si sempre possono essere compresi in 
termini del processo chimico di catalisi. 
La trasformazione di un substrato nel 
prodotto voluto viene accelerata dalla 
presenza di un catalizzatore e pertanto 
viene favorita selettivamente fra altre 
possìbili reazioni. 

In base a questo schema, un microrga- 
nismo è semplicemente un catalizzatore 
di eccezionale complessità. Per esempio, 
il lievito utilizzato nella produzione della 
birra o del vino può essere considerato 
come un catalizzatore per la conversione 
di zuccheri in etanolo (alcool etilico) e 
anidride carbonica. Ovviamente, gli 
agenti effettivi della trasformazione chi- 
mica sono gli enzimi prodotti dagli orga- 
nismi e, in alcuni casi, può essere utilizza- 
to Tenzima stesso, invece della cellula 
completa. Nell'industria della birra que- 
sta pratica è oramai affermata: un enzi- 
ma separato dal malto d'orzo o da una 
muffa è in grado di scindere amido in 
molecole di zuccheri. 
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ENZIMA 



/ 
PORTATORE 

Vi sono vaH metodi per immobili/ /art un enzima al fme di usarlo a 
lungo come catalizzatore in uà reattore. Le molecole di enzima possono 
essere bloccate* per adsorbimento o per legame chimico, su un portato* 



MEMBRANA 



re solido* per esempio la cellulosa (a): intrappolate nel reticolo for- 
mato da un polìmero permeabile come il gel di sìlice {bì r oppure ut 
capsule sferiche fatte da una membrana polimerica scmipermcahile (ci. 



Tuttavia, più comunemente, la tra- 
sformazione biologica del substrato 
comprende varie reazioni chimiche col- 
icene, ciascuna delle quali è catalizzata 
da un diverso enzima, Laddove il proces- 
so biologico è la sintesi di una molecola 
complessa, per esempio un antibiotico o 
una proteina come l'insulina, viene ri- 
chiesto allo scopo un intero sistema en- 
zimatico. Fino a oggi non si è riusciti a 
farlo funzionare al di fuori della cellula 
vìvente. In effetti, quando il prodotto è la 
cellula stessa, come nelle colture di lieviti 
del pane, tutti gli enzimi che partecipano 
al metabolismo della cellula possono es- 
sere considerati componenti del sistema 
catalitico. 

Un catalizzatore biologico ha bisogno 
di un ambiente controllato con estrema 
precisione: è questa una caratteristica di- 
stintiva del catalizzatore stesso e una ca- 
ratteristica che influenza profondamente 
la progettazione di un impianto industria- 
le. Anche un catalizzatore inorganico 
lavora al meglio in determinate combina- 
zioni di temperatura, pressione e altre 
condizioni fìsiche, ma i vincoli al funzio- 
namento di un catalizzatore biologico 
sono molto più rigidi. La temperatura e il 
pH non possono variare al di là di un 
intervallo di valori molto stretto. Inoltre, 
quando il catalizzatore biologico è costi- 
tuito da cellule viventi, il mezzo (terreno 
di coltura) nel quale avviene la reazione 
deve fornire tutte le sostanze nutritive e 
tutte quelle altre sostanze necessarie per 
rendere possibile la crescita- 
li mezzo funge da serbatoio per il sub- 
strato e le sostanze nutritive e fornisce 
l'ambiente in cui il substrato e il catalizza- 
tore interagiscono. La componente pre- 
valente del mezzo è in quasi tutti i casi 
l'acqua: anche quando i microrganismi 
crescono su un substrato solido, per 
esempio cereali o paglia, il substrato deve 
essere inumidito al fine di fornire il soste- 
gno alla azione dei microbi o degli enzimi. 



Alcuni microrganismi e alcuni enzimi 
possono venire conservati grazie a una 
accurata essiccazione, ma non sono in 
grado di esplicare un'attività catalitica in 
assenza dì acqua. 

Oltre a fornire un ambiente acquoso 
opportuno, il terreno di coltura deve 
soddisfare le esigenze nutritive del mi- 
crorganismo. Una esigenza primaria è 
quella di una fonte dì carbonio, che nor- 
malmente fornisce l'energìa necessaria al 
metabolismo. In alcuni casi la fonte di 
carbonio è lo stesso substrato della rea- 
zione catalizzata, come nel caso della 
fermentazione dello zucchero per pro- 
durre etanolo. La fonte più comune di 
carbonio sono i carboidrati, come l'amido 
e gli zuccheri. Negli anni sessanta, tutta- 
via, sono stati presi in considerazione 
come fonti alternative di carbonio e di 
energia anche taluni idrocarburi ricavati 
dal petrolio e alcuni grassi naturali come 
l'olio di soia. Su tali materiali possono 
sopravvivere molti microrganismi di inte- 
resse industriale, anche se talvolta è ne- 
cessario un periodo di adattamento. In 
quegli anni l'interesse per substrati alter- 
nativi era motivato dall'elevato costo dei 
cereali e dal costo relativamente modesto 
del petrolio, La struttura dei prezzi da 
allora è chiaramente mutata: in realtà, 
oggi si prende in considerazione la con* 
versione biologica di carboidrati in idro- 
carburi combustibili. Ciononostante, si 
hanno alcune applicazioni in cui frazioni 
dì petrolio poco adatte per la produzione 
di benzina fungono da ingredienti in un 
processo biologico. 

L'attenzione tributata ai substrati di 
idrocarburi costituisce un'opportuna illu- 
strazione della versatilità dei microrgani- 
smi: bisogna sottolineare però che la tec- 
nologia che utilizza i microrganismi non 
sempre può adattarsi a un cambiamento 
altrettanto rapido, Idrocarburi e grassi 
contengono meno ossigeno rispetto ai 



carboidrati e, pertanto, si deve fornire 
una maggiore quantità di ossigeno. Può 
rivelarsi necessario il triplo di ossigeno, e 
il calore liberato quando il substrato viene 
consumato risulta superiore dì un fattore 
analogo. Talvolta le apparecchiature di- 
sponibili non sono in grado di fornire un 
raffreddamento adeguato, allorché nel 
processo vengono introdotti, come mate- 
rie prime, petrolio o grassi. 

Dopo il carbonio, le altre esigenze nu- 
tritive da soddisfare in ampia misura 
sono le fonti dì azoto e fosforo. Ambe* 
due questi elementi sono incorporati nel- 
le molecole strutturali e funzionali della 
cellula e diventano parte anche delle 
molecole del prodotto. Un ceno numero 
di altre sostanze nutritive (per esempio 
vitamine e ioni metallici) è necessario in 
quantità più piccole, Anche alcuni di 
questi cosiddetti «micron utrienti» entra- 
no a far parte delle molecole del prodot- 
to. Per esempio, nella produzione della 
cobalammina, o vitamina Bi?, è necessa- 
rio assicurare un rifornimento di cobalto, 
poiché ogni molecola della vitamina con- 
tiene un atomo di cobalto, 

Bisogna tenere in considerazione an- 
che la disponibilità di un altro elemento, 
l'ossigeno. Alcuni organismi fermentanti 
sono strettamente anaerobi, e pertanto si 
deve escludere l'ossìgeno dal loro am- 
biente. Quando però l'ossigeno è neces- 
sario per il metabolismo, la sua presenza è 
indispensabile. La fonte è di solito aria 
filtrata, ma con ì recenti aumenti del prez- 
zo dell'elettricità, il costo del pompaggio 
dì grandi volumi di aria è diventato signi- 
ficativo. Un possibile rimedio è offerto 
dal frazionamento criogenico del l'aria nei 
suoi gas componenti. Utilizzando aria ar- 
ricchita, in cui la percentuale di ossigeno è 
superiore al 21 per cento, tipico dell'aria 
comune, si può ridurre il volume d'aria da 
pompare. 

Qualunque sia la composizione chimica 
del mezzo, è fondamentale che tutti i 



componenti siano perfettamente miscela- 
ti, in modo che il microrganismo abbia un 
facile accesso alle sostanze nutritive di- 
sponibili e al substrato. La maggior parte 
dei batteri e alcune muffe si sviluppano di 
solito sotto forma dì singole cellule o di 
aggregati formati ciascuno da poche cellu- 
le, e restano sospesi nel terreno di coltura. 
Anche nel caso di una popolazione ad alta 
densità, essi influiscono molto poco sulle 
proprietà fisiche del fluido in cui cresco- 
no, al di là del fatto di renderlo torbido. In 
alcuni casi, tuttavia, le cellule secernono 
polimeri naturali che aumentano note- 
volmente la viscosità del terreno di coltu- 
ra e possono inoltre formare grandi ag- 
gregati o svilupparsi su una superficie 
come una pellicola melmosa. 

Altri batteri e lieviti e la maggior parte 
delle muffe hanno abitudini di crescita 
piuttosto diverse. Quando possono cre- 
scere indisturbati, formano una pellicola 
resistente e continua, e quando vengono 
dispersi in un terreno di coltura fluido 
mediante un energico rimescolamento, 
creano una polpa fibrosa. Se vengono 
fornite sostanze nutritive in quantità suf- 
ficiente, le cellule proliferano finché la 
sospensione non presenta la consistenza 
di una farinata d'avena. Queste trasfor- 
mazioni nel terreno di coltura influiscono 
sulla tecnologìa di processo. Per esempio, 
l'ossigeno fatto gorgogliare attraverso un 
terreno di coltura acquoso viene rapida- 
mente assorbito e trasportato nei siti in 
cui è richiesto. In un terreno di coltura 
polposo o gelatinoso, invece, l'assorbi- 
mento e il trasporto di ossigeno sono 
ostacolati. 

t 1 importante sottolineare come, in un 
J— ' processo industriale, i passaggi di 
natura biologica siano raramente gli uni- 
ci passaggi richiesti. Il pretrattamento 
delle materie prime e l'estrazione, la pu- 
rificazione e l'ulteriore modificazione dei 
prodotti sono fattori rilevanti nell'eco- 
nomìa della microbiologia industriale. 
L'importanza degli stadi non biologici 
può essere chiarita considerando due 
esempi: la produzione di etanolo e la 
produzione di cobalammina. 

Nel caso della produzione di etanolo, le 
materie prime più comuni sono melassa, 
costituita per il 50 per cento circa di zuc- 
chero, e mais in cui il carboidrato princi- 
pale è amido; i lieviti possono metaboliz- 
zare lo zucchero, ma non Tamido. Ambe- 
due queste materie prime, tuttavia, deb- 
bono essere sottoposte a una preparazio- 
ne considerevole, prima di poter procede- 
re all'introduzione delle cellule di lievito. 
Le melasse devono essere diluite e rese 
meno acide; può rendersi necessario ag- 
giungere anche qualche sostanza nutritiva 
secondaria ed eliminare talune altre so- 
stanze (come il ferro) presenti talvolta in 
concentrazioni abbastanza elevate da ini- 
bire la crescita del lievito o la formazione 
dell'alcool. Quando la materia prima e il 
mais, i chicchi vengono cotti per rendere 
solubile Iamido: successivamente l'ami- 
do deve essere trasformato in zucchero 
mediante l'azione dì enzimi estratti dal 
malto. Come nel caso delle melasse, può 



rendersi necessario aggiungere sostanze 
nutritive e talvolta provvedere alla rego- 
lazione del/?HL Tutti questi procedimenti 
richiedono tempo, apparecchiature ade- 
guate ed energia. 

Quando è stata completata la fermen- 
tazione dello zucchero, l'etanolo costitui- 
sce dal 6 all'S per cento de! terreno di 
coltura esaurito, in cui sono presenti an- 
che sottoprodotti, rifiuti, sostanze nutriti- 
ve non consumate e vari costituenti se- 
condari. L'etanolo viene recuperato e 
purificato per distillazione. Nella fermen- 
tazione di cereali è interessante anche il 
resìduo solido, che viene recuperato per 
evaporazione ed essiccazione. Il residuo è 
costituito da cellule morte di lievito, pro- 
teìne vegetali e altri materiali, e può costi- 
tuire mangimi nutrienti per animali. La 
vendita del residuo contribuisce alla fatti- 
bilità economica della produzione di eta- 
nolo a partire dai cereali. 

Nella produzione di cobalammina e di 
sostanze correlate alla cobalammina, il 
catalizzatore biologico non è un lievito 
ma un batterio; diverse specie possono 



operare la sintesi, La preparazione della 
coltura iniziale di batteri (starter) e del 
terreno di crescita sono molto simili a 
quelle necessarie per i lieviti, anche se 
sono indispensabili controlli più rigidi 
per evitare la contaminazione della col- 
tura. La differenza chiave si può osserva- 
re quando la trasformazione è completa- 
ta: la maggior parte della vitamina non è 
escreta dai batteri, come l'etanolo viene 
escreto dai lieviti, ma è trattenuta all'in- 
terno delle cellule. Pertanto bisogna trat- 
tare le cellule in modo che liberino la 
cobalammina e le sostanze affini, È 
quindi possibile estrarre un prodotto 
grezzo con una purezza delFHO per cento 
circa, che può servire da complemento 
vitaminico nei mangimi per animali. La 
pure/za del 95-98 per cento richiesta dal- 
l'industria farmaceutica può essere rag- 
giunta soltanto mediante un procedimen- 
to dì estrazione molto più complesso e 
radicale. 

Un problema comune a quasi tutte le 
tecnologìe biologiche e la necessità dì 
mantenere condizioni asettiche, perché 
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La successione dei passaggi ne ir applica/ io ne industriale di un batterio, di un lievito o di una muffa 
come catalizzatore biologico, vada da un processo all'altro, ma lo schema generale è sempre queliti 
visualizzato nel diagramma. Le linee continue rappresentano i passaggi principali comuni a lutti i 
processi; le lince tratteggiale rappresentano scelte possibili. Nella parie in alto a sinistra è mostrata 
la preparazione del catalizzatore. Spesso sono impiegate cellule complete, ma sempre più spesso gli 
enzimi (i veri agenti della trasformazione ) sono isolali dalie cellule. Sempre più spesso, inoltre, le 
cellule o t*li e n /imt sono immobilizzati in modo da intrappolarli nel recipiente del reattore* La 
preparazione del terreno di coltura è indicata in alto a destra. Il terreno di coltura, tipicamente, è 
acquoso e porla i substrati in soluzione o in sospensione, cioè le sostanze che il catalizzatore 
trasforma. Laddove il catalizzatore è costituito da cellule viventi, il terreno di coltura deve a ne he 
fornire sostanze nutritive. Per prevenire una contaminazione a opera di organismi estranei, si 
controlla costantemente ììpH del terreno di coltura e si sterilizza il terreno. In basso sodo indicatila 
sintesi e il successivo isolamento del prodotto. Prima il catalizzatore agisce sui suoi substrali; poi 
catalizzatore e terreno di coltura vengono separati* Alcuni prodotti (per esempio la vitamina B]2) 
restano legali af catalizzatore, mentre altri (per esempio la penicillina) vengono liberati nel 
terreno di coltura. 11 prodotto finale è di solito in soluzione diluita, dalla quale va purificato. 
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Fra le sosia nze muriti* e per il catalizzato re biologico sono comprese fonti di carbonio, azoto e 
fosforo. La scelta di una fonte piuttosto che un'altra avviene iti base a molivi econo miei, olire che 
biologici; fra le Tonti di carbonio, per esempio, le più usate sono i carboidrati dei cereali e di altri 
vegetali. Molte fonti richiedono un pretrattamento particolare. L'amido, per esempio, va sottopo- 
sto a cottura e poi scisso in glucosio perché i microrganismi possano trasformarlo in etanolo. 



nella maggior parte dei casi i prodotti di 
tali tecnologie sono sintetizzati da una 
coltura pura* cioè da una popolazione di 
organismi appartenenti a una singola 
specie o addirittura a un singolo ceppo di 
una particolare specie. Se la coltura viene 
contaminata da organismi estranei, questi 
possono rovinarne il funzionamento in 
vari modi: inibendo direttamente il cata- 
lizzatore biologico o interferendo con 
esso, sia che si tratti di un enzima isolato, 
sta che si tratti di una cellula vivente; 
oppure possono anche distruggere com- 
pletamente il catalizzatore. In altri casi, 
gli organismi contaminanti possono la- 
sciare indisturbato il catalizzatore* ma 
distruggerne il prodotto. Inoltre* gli orga- 
nismi estranei possono introdurre sostan- 



ze nocive la cui successiva separazione dal 
prodotto può essere difficile. Nella pro- 
duzione di farmaci, il rischio di impurezze 
tossiche è un problema particolarmente 
rilevante. 

Al fine di impedire una contaminazio- 
ne tutti i materiali che entrano a far parte 
del terreno di coltura vengono sterilizzali, 
compresi i grandi volumi di aria necessari 
per i processi aerobi. Gli organismi estra- 
nei vengono filtrati dall'aria mediante 
uno spesso letto di lana di vetro, che a 
sua volta può venire sterilizzato periodi- 
camente con vapore. Il vapore viene im- 
piegato anche per sterilizzare i recipienti 
del reattore, le tubazioni e altre superfici 
con cui viene in contatto il terreno di col- 
tura, Tutta l'apparecchiatura dev'essere 



progettata e gestita in modo da ridurre al 
minimo le possibilità di contaminazione 
da pane di organismi indesiderati. La 
manutenzione per conservare l'integrità 
dei vari punti di entrata e di uscita del 
sistema è un problema di notevole diffi- 
coltà. Nonostante tutte le precauzioni 
prese la possibilità di errori umani o di 
guasti meccanici è grande, e non è raro 
subire perdite serie, 

Tn un processo a lotti la maggior parte o 
A tutti i costituenti del mezzo vengono 
combinali con il catalizzatore biologico 
all'inizio della lavorazione. Tipicamente 
vengono mescolati in un contenitore ci- 
lindrico la cui altezza è da 2,5 a 4 volte il 
suo diametro. La capacità del recipiente 
varia da qualche centinaio di litri a varie 
decine di migliaia di litri e, in alcune ap- 
plicazioni, il volume può essere anche 
superiore, Attorno al 1950, quando al- 
cool industriali come il butano! a veniva- 
no prodotti per fermentazione, il proces- 
so avveniva in serbatoi sferici con una 
capacità prossima ai 2 milioni di litri. 
Quando il recipiente deve servire alla 
produzione di sostanze come antibiotici 
di purezza adeguata per usi farmaceutici, 
viene costruito di acciaio inossidabile o 
di una lega la cui inerzia sia analoga. Per 
applicazioni meno rigorose è sufficiente 
un recipiente di acciaio al carbonio o di 
acciaio con un rivestimento che sia resi- 
stente alla corrosione. 

Dopo che il recipiente è stato sterilizza- 
to, si immettono i materiali di partenza 
mediante un certo numero di condotte e 
di tubazioni. Getti di vapore «spazzano» i 
vari punti di ingresso, in modo che il pro- 
cesso possa avvenire asetticamente. Nel 
recipiente il catalizzatore e i costituenti 
del terreno di coltura vengono mescolati 
grazie a un albero centrale rotante che è 
munito di numerose giranti. Resistenze a 
spirale all'interno del recipiente stesso o 
rivestimenti esterni a esso forniscono il 
riscaldamento per la sterilizzazione e il 
riscaldamento o il raffreddamento neces- 
sari per conservare una temperatura di 
esercizio ottimale, Sono comuni apparec- 
chiature per la registrazione e il controllo 
della temperatura e delpH del terreno di 
coltura. Un po' meno frequentemente si 
trovano apparecchiature per la registra- 
zione e per il controllo della concentra- 
zione dell'ossigeno disciolto nel terreno 
di coltura. 

Al procedere della conversione biolo- 
gica, possono venire aggiunte al miscuglio 
delle sostanze nutritive per sostenere la 
crescita degli organismi; se il processo è di 
tipo aerobio, si deve fornire con continui- 
tà ossigeno. Nel frattempo possono veni- 
re rimossi per l'analisi campioni del mi- 
scuglio e dei sottoprodotti gassosi, me- 
diante altre condotte e altre tubazioni. 
Quando la concentrazione del prodotto 
raggiunge il livello massimo, il lotto finito 
viene rimosso mediante una tubazione 
ancora diversa. 

Il controllo delle condizioni nel reci- 
piente di reazione, durante la lavorazione 
di un lotto, è un problema importante, 
Come già si è detto, bisogna registrare 
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Nella maggior parte delle applicazioni attuati della mienibiologia indù* 
striale si usano reattori per lavorazioni a lotti, ti reattore è, in soMim/u, 
un recipiente in cui vengono mescolate determinate quantità di terreno 
di coltura e di catalizzatore biologico* fornendo loro un ambiente otti- 
male in cui reagire. Temperatura e pH sunti su Étti posti a un'accurata 
regolazione- Attraverso il miscuglio viene fatta gorgogliare aria filtrala* 
a volte arricchita in ossigeno. Vengono prelevati a intervalli di tempo 



campioni predeterminati per controlli chimici e biologici. Allo scopo di 
prevenire la contaminazione si usami due strategìe: si inviano regolar- 
mente getti di vapore verso t punti di ingresso, per mantenerli sterili/ /a - 
ti, e si regola la pressione interna del contenitore a un valore superiore a 
quello della pressione atmosferica. Dopo un periodo di tempo che può 
i a ria re da qualche ora a qualche giorno il lotto viene estratto dal con- 
tenitore in mnd» da poter isolare e purificare il prodotto della reazione. 



continuamente la temperatura, il pH e la 
concentrazione dell'ossigeno disciolto. È 
utile conoscere anche la concentrazione 
delle sostanze che agiscono come fonti di 
carbonio, azoto e fosforo, e magari anche 
la concentrazione di un micronutriente 
critico* Dì interesse ancora maggiore 
sono la quantità di catalizzatore biologico 
presente e il suo livello di attività , Con i 
metodi disponibili oggi non è possibile 
determinare direttamente questi valori 
nel recipiente di reazione, ma si devono 
estrarre dei campioni per sottoporli a 
esami dì laboratorio. 

Tn linea di principio un processo indu- 

■!■ striale in continuo presenta spesso 
numerosi vantaggi rispetto a un processo 
a lotti successivi. Per esempio, di solito il 
processo in continuo consente un volume 
produttivo potenzialmente superiore» a 
parità di dimensioni delle installazioni. 



Secondo un tipo di impostazione, l'eserci- 
zio in continuo si ottiene semplicemente 
modificando un reattore a lotti in modo 
che nuove sostanze nutritive e nuovo sub- 
strato possano venire aggiunti continua- 
mente mentre i prodotti della reazione 
possano essere rimossi con continuità. Un 
dispositivo modificato in questo modo 
viene denominato reattore con serbatoio 
a mescolamento in continuo e può essere 
controllato fondamentalmente in due 
modi. Secondo il primo metodo viene 
controllata la torbidità del flusso di uscita, 
Questa torbidità, provocata dalla crescita 
dei microbi, fornisce una misura della 
velocità a cui le cellule lasciano il serbato- 
rio; questa misura permette di controllare 
la velocità di immissione delle nuove so- 
stanze nutritive. Il reattore viene chiama- 
to turbidostato. 

Il secondo metodo per controllare un 
reattore con serbatoio a rimescolamento 



in continuo è più semplice, e può venire 
applicato in casi in cut il prodotto della 
reazione non è costituito da cellule. IL 
reattore viene chiamato, in questo caso, 
ehemostato, e controlla la reazione me- 
diante controllo del flusso di entrata e non 
di quello in uscita. Nel ehemostato la con- 
centrazione di una sostanza nutritiva cri- 
tica, in ingresso al reattore, viene fissata a 
un livello tale per cui le altre sostanze 
nutritive sono abbondanti. Il livello della 
sostanza critica, pertanto. Limila la misura 
in cui i microrganismi possono prolifera- 
re. Uno svantaggio che si riscontra in que- 
sto metodo è costituito dal fatto che nel 
flusso in uscita dal reattore sono presenti 
notevoli quantità di sostanze nutritive che 
non sono state utilizzate. 

Sia i modelli matematici, sia gli studi 
sperimentali sull'azione di un ehemosta- 
to indicano che un ehemostato a un solo 
stadio di dimensioni commerciali non 
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l'n meta boi ita primario viene sintetizzalo da un microrganismo nel corso dei processi metabolici 
che mantengono le cellule in vita e in crescita. In un reattore, un m et abolita primario si va accu- 
mulando contemporaneamente all'accumularsi delle cellule che I» sintetizzano. Il grafico mostra 
t'accumulo delle cellule di lievito (in nero} e il concomitante accumulo di etanolo fin colore). 
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Un melabolita secondano non si forma come risultato diretto del metabolismo che mantiene in vita 
le cellule e* pertanto, il suo accumulo in un reattore avviene in ritardo rispetto alla crescita delle 
cellule che lo producono. Il grafico mostra t'accumulo di cellule di muffe (in nero) e il successivo 
accumulo di penicillina (in colore). Valori di temperatura e pii ottimali per la crescita delle cellule 
raramente sono ottimali anche per la sìntesi di un metabolita secondario e, quindi, in un processo 
a lotti si cerca di raggiungere un compromesso tra i due insiemi diversi dì condizioni ottimati. 



può dare una concentrazione elevata di 
prodotto con basse concentrazioni di 
materie prime non utilizzate. Il rendi- 
mento è particolarmente scarso nella sin- 
tesi di prodotti come la penicillina, che è 
un metabolita secondario» vale a dire un 
prodotto delle cellule viventi la cui sinte- 
si, però, non si % r erìfica nel corso del me- 
tabolismo che mantiene le cellule in vita 
e in fase di crescita. 

È caratteristico della produzione indu- 
striale di un melabolita secondario che la 
proliferazione dell'organismo preceda di 
un lasso di tempo significativo l'accumulo 
del metabolita. Un altro elemento carat- 
teristico è che le condizioni di temperatu- 
ra, pH, e così via, che risultano ottimali 
per la crescita del l'organismo, non si iden- 
tificano con quelle ottimali per la forma* 
rione del prodotto. Nel migliore dei cast, 
un chemostato a uno stadio può offrire un 
compromesso fra i due contrastanti am- 
bienti ottimali. Condizioni più favorevoli 
a ciascuno stadio del ciclo vitale si posso- 
no ottenere progettando un chemostato 
in cui IL flusso passi a cascata attraverso 
una serie di contenitori. Un impianto di 
questo genere, tuttavia, funzionerebbe 
con difficolta, e sembra improbabile che il 
volume di produzione possa essere tale da 
giustificare l'investimento. L'unica appli- 
cazione, in cui i chemostati mono- e pluri- 
stadio hanno trovato uso, è il trattamento 
biologico dei rifiuti. 

Un altro benefìcio potenziale di un 
metodo di funzionamento in continuo 
sarebbe la riduzione delle perdite di cata- 
lizzatore. Un catalizzatore non viene con- 
sumato nel corso di una reazione (è que- 
sta una delle sue caratteristiche, per defi- 
nizione): in molti processi a lotti, tuttavia, 
il catalizzatore viene scartato insieme con 
il terreno di coltura esaurito. Lo spreco 
può essere notevole: il valore di un cata- 
lizzatore biologico è almeno pari a quello 
delle sostanze nutritive consumate nella 
crescita delle cellule. 

Vi sono due possibilità per limitare la 
quantità di catalizzatore che viene persa 
nel ciclo. La prima è fornita dal riciclag- 
gio, ma in molte applicazioni industriali 
risulta diffìcile estrarre le cellule viventi 
da un fluido per inviarle nuovamente nel 
reattore: spesso le cellule sono danneg- 
giate e, ancora più spesso, il reattore subi- 
sce delle contaminazioni da parte di orga- 
nismi estranei. 

L'altro modo per ridurre le perdite è 
quello di mantenere il catalizzatore al- 
l'interno del reattore. Nella tecnica più 
comune si impiega un letto «impaccato»: 
un supporto solido su cui si favorisce la 
crescita delle cellule. Da motto tempo un 
reattore di questo tipo viene impiegato 
per la produzione dell'aceto. Si fa perco- 
lare del vino diluito o del sidro fermenta- 
to attraverso un letto su cui è stata inse- 
diata una coltura di microrganismi che 
ossidano l'etanolo per dare acido acetico. 
I microrganismi, che costituiscono una 
coltura mista anziché pura, formano una 
pellicola viscosa sulla superficie del letto. 
Uno schema concettualmente simile a 
quello descritto è stato messo a punto 
per il trattamento di liquami e di altri 
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rifiuti. Il flusso di rifiuto gocciola altra- 
verso un filtro costituito di frammenti di 
pietra, ceramica o plastica, dove una pel- 
licola di microbi intrappola le particelle 
di rifiuto e le ossida. 



^^egli ultimi anni sono stati studiati vari 
^ metodi nuovi per im mobilizzare sia 
gli enzimi sia le cellule al completo. Il 
primo e ti più semplice di questi metodi è 
l'adsorbimento: le molecole di enzima o le 



cellule aderiscono poco strettamente (sen- 
za legami chimici) alla superfìcie di un 
materiale come allumina, carbone di le- 
gna, argilla o cellulosa. Alla fine l'agente 
adsorbitocene asportato per lavaggio, ma 
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I reattori con serbatoio a rimescolamento in contìnuo rappresentano un 
tentativo di adattamento della tecnologìa della lavorazione a lotti a un 
funzionamento in contìnuo. In un turbi dosi alo (a), la velocità a cui le 
cellule lasciano il contenitore del reattore (misurala dalla torbidità del 
Russo di uscita) controlla la velocità dì ingresso di nuove sostanze 
nutritive. In un che mo stato ihì, la velocità con cut una sostanza nutriti- 



va crìtica entra nei contenitore del reattore viene regolata in modo da 
limitare la velociti di reazione. In un chemostato a due stadi (e), Il 
meccanismo di controllo è lo stesso* ma le condizioni presenti nei due 
contenitori possono essere diverse. Questo ultimo sistema può rive- 
larsi utile, per esempio, nella produzione di un mctaboliia seconda- 
rio, oppure per realizzare gli stadi successivi del trattamento di rifiuti. 



i resoconti parlano di vite utili sorprenden- 
temente lunghe. Per un enzima isolato si 
può creare un sistema di attacco più saldo 
con la formazione di un legame chimico fra 
la molecola di enzima e un materiale di 
supporto, che può essere cellulosa, vetro o 
un polimero artificiale. Il risultato è un 
preparato stabile, in grado di funzionare a 
lungo; inoltre il fatto che l'enzima sìa fissa- 
to interferisce ben poco con La sua attività. 
In ambedue queste tecniche la pratica 
usuale è quella di suddividere il materiale 
di supporto in piccole particelle, creando 
in questo modo un letto impaccato. È pos- 
sibile anche legare l'agente catalitico a una 
membrana piatta, continua, oppure alla 
superficie interna di un tubo, 

Un terzo metodo di immobilizzazione, 
applicabile tanto alle cellule quanto agli 
enzimi, e Tintrappolamento in una matri- 
ce polimerica. Quando umido, gel di silice 
o altri polimeri sono permeati d'acqua, 
formano una rete di fibre nelle cui maglie 
possono venire intrappolate molecole di 
enzima o cellule. Questa tecnica presenta 
una limitazione: le molecole del substra- 
to, del prodotto e delle sostanze nutritive 
debbono diffondere attraverso la matrice 
solida, e questo riduce la velocità di rea- 
zione. Questa limitazione è compensata 
però da altri vantaggi, in particolare dal 
fatto che le cellule viventi possono essere 
tenute saldamente ferme senza venire 
danneggiate. 

Nella tecnica che va sotto il nome di 
microincapsulamento, gli enzimi, o le cel- 
lule, vengono racchiusi entro una mem- 
brana polimerica di forma sferica. Le 
«capsule» che ne risultano hanno un dia- 
metro variabile da 5 a 300 micrometri e 
appaiono come cellule ingrandite. La 
composizione della membrana è scelta in 
modo da renderla semipcrmeabilc: le 
molecole relativamente piccole del sub- 
strato e del prodotto passano liberamente 
attraverso la membrana, mentre le mole- 
cole di maggiori dimensioni come quelle 
di un enzima o una struttura ancora più 
grande come quella di una cellula, non 
possono sfuggire. 

Il sistema più recente, per impedire la 
perdita del catalizzatore, è stato mutuato 
dall'industria chimica, ed è ti reattore a 
Ietto fluido. Il meccanismo fondamentale 
di un tale reattore è un tubo verticale che 
si va allargando verso Talto, Il flusso in 
ingresso viene spinto forzatamente dal 
basso verso l'alto e cosi, all'aumentare 
della sezione del condotto con l'altezza, 
va diminuendo anche la velocità del flui- 
do. Il catalizzatore, che sì trova in sospen- 
sione nel fluido, si ferma nel reattore a un 
livello inferiore rispetto al livello a cui 
avviene la rimozione del flusso liquido. Il 
catalizzatore pertanto deve avere, ovvia- 
mente, una forma opportuna che lo man- 
tenga in sospensione nel reattore. In 
qualche applicazione il catalizzatore (che 
può essere tanto un microrganismo quan- 
to un enzima) è immobilizzato su particel- 
le di carbone. 

Dati i chiari vantaggi del metodo a flus- 
so continuo, perché questi sistemi hanno 
scarsamente intaccato il predominio dei 
metodi a lotti? Alcuni degli ostacoli sono 
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Il letto imptt ccato è una tecnologia ben speri* 
inculili, i in industrie come quella del tratta* 
mento dei rifiuti o quella della produzione di 
aceto. II catalizzatore è una pellicola fangosa di 
microrganismi che aderisce a un letto solido. 
Sposo si fratta di una coltura naturale- Il ter- 
reno di coltura filtra attraverso il letto dall'alto* 



di natura strettamente tecnica. Per esem- 
pio, e più diffìcile, in un processo in conti- 
nuo, conservare condizioni asettiche. 
Quando un prodotto viene preparalo in 
lotti, dopo ogni lotto tulli i componenti 
dell'apparecchiatura possono venire ste- 
rilizzati, in modo che gli eventuali organi- 
smi contaminanti abbiano a disposizione 
per la crescita e la proliferazione un pe- 
riodo di tempo limitato. Per poter realiz- 
zare le economie del funzionamento in 
continuo, il reattore deve rimanere in 
esercizio senza interruzione per lunghi 
periodi: se un microrganismo riuscisse a 
superare le barriere poste contro la con- 
taminazione, potrebbe crescere incon- 
trollatamente. 

Difficoltà di questo genere potrebbero, 
probabilmente, venire superate, qualora 
esistessero sufficienti incentivi di ordine 
economico. In realtà il volume di produ- 
zione, nella maggior parte dei processi 
biologici, resta relativamente piccolo e, 
quindi, il rendimento di un flusso di pro- 
dotto continuo non potrebbe venire sfrut- 
taio a pieno. Inoltre, i metodi a lotti pre- 
sentano una grande flessibilità di eserci- 
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La tecnologia del tetto fluido è entrata di re* 
ceni e nella microbiologia industriale. Il cata- 
lizzatore biologico e immobilizzato su particel- 
le sospese in un flusso di terreno di coltura 
nuovo, che va dal basso verso l'alto. Il conteni- 
tore è a forma di imbuto e questo la rallentare i! 
fluido, mantenendo il catalizzatore all'interno. 



zio: un reattore e le apparecchiature rela- 
tive possono produrre un singolo lotto di 
un certo prodotto e subito dopo possono 
essere destinati alla produzione di un al- 
tro composto, la cui preparazione sia più 
urgente. Questa versatilità risulta partico- 
larmente importante neirindustria far- 
maceutica, dove il numero e la varietà dei 
prodotti è grande, mentre è piccolo il vo- 
lume di ciascun prodotto, Sì deve notare 
che Punico settore in cui predominano i 
processi in continuo, e cioè il trattamento 
dei liquami, è l'industria microbiologica 
di dimensioni di gran lunga maggiori in 
termini di volume di materiale trattato. 

Quando la conversione biologica è 
completa, il prodotto o i prodotti 
debbono venire separati dal terreno di 
coltura esaurito, e quindi purificati. In 
questa fase si presentano varie difficoltà 
che sono specifiche del r industri a micro- 
biologica. In primo luogo, molti prodotti 
sono fragili, dal punto di vista chimico, e 
può rendersi necessario controllare con 
estrema attenzione la temperatura e il/jH 
del miscuglio. Può rendersi necessaria 
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anche l'eliminazione di tracce di metalli o 
di altre impurezze, fn secondo luogo, il 
prodotto di solito si presenta di sciolto o 
sospeso in una grande quantità di acqua. 
Bisogna allontanare l'acqua dal prodotto 
o ti prodoito dall'acqua: talvolta sono ef- 
ficaci la distillazione o Te vaporazione. La 
distillazione, tuttavia, è un processo che 
richiede grandi quantità di energia: il suo 
costo può rappresentare un aggravio in- 
sostenibile, in rapporto al valore del pro- 
dotto. Inoltre, quando la molecola del 
prodotto è fragile, l'evaporazione o la di- 
stillazione la distruggerebbero. Per que- 
sto sono state sviluppate varie tecniche 
meno «dure». 

Una è l'estrazione con solvente. La so- 
luzione acquosa che porta il prodotto vie- 
ne combinata con un secondo liquido, 
non miscibile con Tacqua. ma nel quale il 
prodotto ha maggiore solubilità. Un'altra 
tecnica è l'adsorbimento. Con questa tec- 
nica le molecole del prodotto lasciano la 
soluzione quando si ai laccano alla super- 
ficie di un materiale solido. Trovano sem- 
pre più numerose applicazioni i metodi di 
separazione mediante membrane, nei 
quali il liquido viene spinto attraverso una 
membrana, che trattiene il prodotto. Nel- 
la maggior parte dei casi queste tecniche 
sì applicano a un flusso di liquido da cui il 
catalizzatore biologico è stato allontanalo 
mediarne un metodo come la filtrazione o 
la separazione in centrifuga. 11 prodotto, 
infine, viene purificato: a questo punto il 
volume di materiale da lavorare è in gene- 
re piccolo e le tecniche sono specifiche 
per il prodotto. 

Lo sfruttamento dei processi biochimi- 
ci ha avuto inizio con gli alimenti e le 
bevande; al loro emergere, nel corso del 
XIX secolo, le applicazioni industriali fis- 
sarono le loro radici in quella successione 
di passaggi che si era saldamente stabilita 
nelle pratiche tradizionali. Il primo pas- 
saggio restava la purificazione delle mate- 
rie prime e lo sviluppo dì una coltura star- 
ter: una popolazione naturale di micror- 
ganismi, in cui sia dominante quell'orga- 
nismo di cui è utile l'attività catalitica. Poi 
veniva la vera e propria conversione bio- 
logica. Con la produzione di etanolo per 
essere impiegato come solvente anziché 
nell'industria delle bevande alcooliche, 
nacque l'esigenza di tecniche che permet- 
tessero il recupero e la purificazione di 
prodotti specifici. 

Il persistere dei metodi tradizionali non 
può essere attribuito semplicemente alla 
scarsa flessibilità dei primi industriali. I 
modi in cui ì microrganismi agiscono in un 
processo industriale sono complessi e de- 
licati, e molti aspetti della loro azione ci 
lasciano ancora oggi perplessi, mentre in 
tutto il mondo è attiva una grande e pro- 
spera industria. Per lo più questa indu- 
stria si limita alla produzione in lotti, su 
piccola scala, dì sostanze di grande valo- 
re: ma l'economia mondiale sta cambian- 
do. Se la microbiologia industriale doves- 
se diventare competitiva per la prepara- 
zione di prodotti come i combustibili e i 
prodotti chimici industriali, avrà a dispo- 
sizione come guida un corpo consistente 
di conoscenze e di esperienze. 
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Fate conoscenza con la fotocamera 
più amabile 

Ve la presentano nove professionisti, collo- 
cati ai vertici delie rispettive specialità. 
Come i campioni di Formula Uno sono talo- 
ra chiamati a collaudare le berline di clas* 
se H cosi queste "firme" della fotografia han- 
no esaminato dal vivo ia Yashica FX-D 
Quatte 

Essi hanno realizzato con la nuova Yashica 
delle foto originali, annotando poi te loro 
"impressioni di guida" ' nel rapporto riserva- 
to a voi. 
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Inviate il coupon, 

riceverete il Rapporto-Yashica 

direttamente a casa vostra 

Esso contiene tutte le notizie tecniche, le 
recensioni, i lavori originali realizzati da im- 
portanti professionisti con la nuova Yashica 
FX-D Quartz. 

È uno strumento di consultazione comple- 
to, che vi darà l'esatta misura delle presta- 
zioni offerte da questa fotocamera duttile e 
sofisticata. 
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La microbiologia in agricoltura 

L'introduzione di nuovi geni in piante coltivabili con i metodi del DNA 
ricombinante non offre prospettive immediate. Già ora si possono però 
ottenere notevoli miglioramenti manipolando i microrganismi simbionti 



di Winston J. Brilì 





Una manciata di terra di campo, 
prelevata in un'area in cui ven- 
ga praticata l'agricoltura mec- 
canizzata, è sede di un incontrollato pullu- 
lare di microrganismi in competizione. 
Nel suolo, migliaia di ceppi di questi mi- 
crorganismi si contendono le sostanze 
nutritive e l'energia in quel processo che 
finisce con l'alterare la chimica del suolo 
stesso con i prodotti del loro metaboli- 
smo. I microrganismi, inoltre, si evolvono 
in risposta alle sollecitazioni imposte dal- 
l'ambiente in cui vivono, sollecitazioni 
che includono gli stress indotti dall'evolu- 
zione delle specie compagne. Supponia- 
mo che, nella formicolante «piazza del 
mercato» genetica, venga introdotta una 
nuova colonia di batteri, una colonia sele- 
zionata - per esempio - per la sua capacità 
di invadere le radici di certe piante da 
raccolto. Anche se i nuovi batteri riesco- 
no a sopravvivere alla competizione e ad 
adattarsi all'ambiente mutevole, può dar- 
si che non siano più in grado dì realizzare 
la funzione alla quale erano deputati; po- 
trebbero, per esempio, trovare già occu- 
pato da altri ceppi microbici il sistema 
radicale di quelle piante. 

Interferenze di questo tipo sono un fat- 
to comune nella pratica agraria: servono a 
illustrare le differenze tra ciò che avviene 
in natura e ciò che si verifica in una vasca 
di fermentazione. Vi sono però anche del- 
le similitudini: sia in agricoltura sia nella 
microbiologia industriale Io scopo è dì 
venire incontro ai bisogni dell'uomo me- 
diante riproduzione selettiva, coltura e 
raccolta di organismi viventi. Se si vuole 
assumere la vasca di fermentazione come 
modello di ambiente agrario, essa è però 
un ambiente soggetto a un controllo ecce- 
zionalmente rigoroso. Per esempio, la 
popolazione microbica è, in generale, li- 
mitata a una sìngola specie. Nel prendere 
in considerazione te potenziali applica- 
zioni della microbiologia all'agricoltura, 
si deve cominciare ad analizzare la sottile 
questione della reciproca interazione dei 
microrganismi tra loro e del loro rapporto 
con la biosfera come un tutto. 



T a crescente richiesta di alimenti e di altri 
^ prodotti agricoli è una giustificazione 
pratica sufficientemente ampia per tutto 
l'enorme sforzo di ricerca che è indispen- 
sabile per l'applicazione dei metodi della 
microbiologia all'agricoltura. È stata a- 
vanzata l'ipotesi che la «manipolazione» 
delle piante agrarie e dei microrganismi 
del suolo da cui esse dipendono può porta- 
re alla produzione di sementi ìbride in gra- 
do di ricavare la quantità di azoto necessa- 
ria direttamente dall'atmosfera. Nessuna 
pianta agraria oggi è capace di questo: l'a- 
zoto deve essere fissato, o trasformato in 
una forma biologicamente utile, o da mi- 
crorganismi o mediante fa sintesi industria- 
le dei fertilizzanti azotati, un processo che 
esige un notevole consumo di combustibile 
fossile. Gli agricoltori statunitensi spendo- 
no circa un miliardo di dollari l'anno per i 
fertilizzanti azotati solo per la coltivazione 
del mais; pertanto il programma di ricerca 
sulla fissazione dell'azoto sta assumendo 
una crescente importanza. 

Altre linee della ricerca biologica pos- 
sono condurre a un'accelerazione della 
fotosintesi e alla messa a punto di colture 
che possano crescere anche su terreni sali- 
ni o fortemente acidi. Si tratta di mete 
ambiziose, che è improbabile che possano 
venire realizzate in un arco di tempo infe- 
riore ai dieci anni. Cionondimeno, nel 
prossimo decennio si potranno sicuramen- 
te realizzare un buono sfruttamento razio- 
nale e ampie modificazioni dell'ambiente 



microbiologico del terreno agrario. Le 
comunità agricole hanno cominciato solo 
da poco a riconoscere le potenzialità delle 
tecniche microbiologiche nella ricerca sul* 
la cellula vegetale. La tecnologia basata sul 
DNA ricom binante potrà condurre a mi- 
glioramenti nelle colture già esistenti e alla 
messa a punto di tipi colturali del tutto 
nuovi. Finora, tuttavia, il suo effetto più 
importante si è avuto, probabilmente, sui 
laboratori industriali, la cui attenzione è 
stata richiamata sulla possibilità di applica- 
re i metodi biologici all'agricoltura. Ricer- 
che di questo tipo sono oggi in corso in 
dozzine di istituzioni del genere e si con* 
centrano in primo luogo sulla progettazio- 
ne di microrganismi importanti per l'agri- 
coltura o su ir applicazione delle tecniche 
microbiologiche alla manipolazione delle 
piante. Forse ciò che indica in modo più 
significativo la natura rivoluzionaria di 
questi lavori è che i suddetti laboratori 
sono stati praticamente istituiti tutù nel 
corso degli ultimi due anni. 

In che modo le tecniche microbiologi- 
che si possono applicare alle pratiche 
agricole tradizionali? Sì riconoscono tre 
strategie principali. In primo luogo, i 
microrganismi che risultano essere bene- 
fici per le piante (o che sono stali studiati 
con questa prospettiva) sì possono ripro- 
durre e coltivare in vasche di fermenta- 
zione per poi trasferirli nel suolo. In se- 
condo luogo, si possono isolare singole 



I microrganismi essenziali per l'agricoltura includono i batteri del genere Rhizohtum, che si 
vedono qui mentre infettano un pelo radicale di una pianta dì trifoglio. Nella mie rof olografia, 
eseguita da B, Ben Rohtool dell'Università delle Hawaii a Manoa, questi batteri nino slati marcati 
con un colorante fluorescente e appaiono come piccoli grani color verde pallido luminoso. 
Formano un filamento di infezione che si estende dall'apice del peto radicale verso l'interno della 
radice* 1 Rkìzobium vivono in simbiosi con le radici del trifoglio e di altre leguminose e rifornisco- 
no la pianta dell'azoto fissato* necessario per la fotosintesi, mentre ta pianta, a sua volta, nutre ì 
batteri* Interazioni dì questo genere Ira microrganismi e piante suggeriscono parecchi modi in cui I 
nuovi metodi dell'ingegneria genetica potrebbero contribuire alla pratica agraria. Per esem- 
pio, ta capacità azotofissatrice dei batteri potrebbe essere accresciuta da modificazioni genetiche, 
oppure i batteri potrebbero essere indotti a colonizzare piante non leguminose. Perché gli organismi 
modificati siano efficienti, però* devono competere con successo con ì ceppi presenti in natura* 
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I] ciclo dell'azoto mantiene un equilibrio tra due vasti serbatoi di 
compost) azotati: l'atmosfera e la crosta terrestre. Dato che le piante 
verdi possono utilizzare l'azoto solo quando è incorporato in composti 
chimici come l'ammoniaca (NH3), esse non possono estrarlo diretta- 
mente dati 'atmosfera, dove è sotto forma di molecole Diatomiche iN * >. 
L'azoto atmosferico deve quindi essere fissato o industrialmente o 



PERCOLAZIONE 

mediante processi batteriologici o ancora mediante fenomeni naturali 
come le scariche elettriche dei fulmini. Anche se solo una piccola 
frazione di tutto l'azoto disponibile serve alle piante, la sua fissazione 
deve avvenire in maniera costante. L'azoto fissato va poi perduto con il 
dilavamento del suolo, la raccolta dei prodotti agricoli e l'azione dei 
batteri denitrificanti, che lo convertono nella forma molecolare. 



cellule dai tessuti vegetali e coltivarle in 
soluzioni nutritive. In colture dei genere, 
si può aumentare la velocità di mutazio- 
ne, rendendo cosi possibili la selezione di 
ceppi promettenti, la produzione di ceppi 
ibridi che non sì potrebbero ottenere con 
tecniche standard e la sìntesi m grossi 
fermentatori di certi prodotti vegetali, 
come la digitale, le pi re trine (insetticidi 
naturali) e la liquirizia, 



In terzo luogo, materiale genetico 
estraneo può venir introdotto, in taluni 
casi, nelle cellule vegetali, una pratica che 
potrebbe schiudere La via alla manipola- 
zione genetica diretta delle piante stesse. 
Tecniche di questo tipo sono ancora in 
uno stadio primitivo in confronto alle rea- 
lizzazioni della tecnologia, basatasul DNA 
ricombinante e applicata ai batteri. Ma 
la strategia inversa, consistente nell" inse- 



rì tv geni provenienti dalle piante nei bat- 
teri, cosi da poter produrre proteine vege- 
tali tramite la coltura di batteri in vasche 
di fermentazione standard, potrebbe di 
fatto anticipare la manipolazione geneti- 
ca del DNA delle piante, 

Lo sfruttamento di microrganismi del 
suolo non è affatto nuovo in agricoltura. 
Era ben noto, già all'epoca dei romani, che 
le leguminose come ì fagioli» le lenticchie, 



l'erba medica, le fave, i piselli, il trifoglio e i 
lupini incrementano la fertilità del suolo, 
Della terra veniva prelevata da campi in 
cui erano state coltivate le leguminose e 
aggiunta ad altri campi in cui, invece, per la 
prima volta era stato stabilito di coltivare 
quelle piante. I romani non potevano sa- 
pere che la giustificazione alla base della 
loro saggia pratica empirica era la presenza 
di batteri del genere Rhìzobium quali 
agenti infettanti delle radici di alcune le- 
guminose e fissatori dell'azoto atmosferico 
(si veda Tarticolo La fissazione biologica 
dell'azoto di W\ J, Brill in «Le Scienze», n. 
107, luglio 1977). Come l'aggettivo «infet- 
tanti* suggerisce, T in traduzione del Rhì- 
zobium nelle leguminose richiama un pro- 
cesso patologico, in cui però la pianta coo- 
pera. I batteri stabiliscono con la pianta un 
rapporto di simbiosi: ricevono da essa nu- 
trimento e , a loro volta, le forniscono azoto 
utilizzabile sotto forma di ammoniaca 
(Nhb). Si tratta di un rapporto stretto in 
cui i batteri penetrano fisicamente nelle 
radici della leguminosa e vi originano delle 
protuberanze visibili, ì noduli. 

Per i romani, una popolazione di Rhì- 
zobium nel suolo assicurava la formazio- 
ne di noduli nelle radici e la successiva 
fissazione di azoto in campi dove le legu- 
minose venivano coltivate per la prima 
volta. È questa anche la base di quella 
pratica tradizionale che va sotto il nome 
di rotazione delle colture perché l'azoto 
fissato, lasciato ne! suolo da una coltura di 
leguminose, può essere assunto in seguito 
da cereali, che non formano noduli. Nel 
1888 i ricercatori tedeschi Hermann 
Hellriegel e H. Wilfarth isolarono il Rhì- 
zobium e nell'arco di tempo di 15 anni 
divenne pratica comune in agricoltura Ti- 
noculazione di questo batterio, ottenuto 
in coltura, nel suolo agrario. Oggi, ceppi 
di Rhìzobium possono essere imballati e 
spediti su un supporto costituito da torba. 

Sotto l'aspetto biochimico, l'importanza 
dell'azoto per il metabolismo delle piante è 
oggi ben compresa. L'azoto viene incorpo- 
rato in una grande varietà di molecole bio- 
logiche ed è un costituente essenziale delle 
proteine, in cui il legame peptidico che lega 
un amminoacido al successivo si forma tra 
un atomo di azoto e un atomo di carbonio. 
Se le piante, morendo, restituissero sem- 
plicemente gli amminoacidi al suolo, senza 
alcuna trasformazione, le nuove colture 
potrebbero riciclare immediatamente det- 
te sostanze in nuove proteine, Invece, nel 
suolo gli amminoacidi vengono «smantel- 
lati» per dare ammoniaca o ioni nitrato 
(NCb"), I nitrati vengono ulteriormente 
demoliti da batteri, chiamati de ni trincanti, 
in azoto molecolare {N2), che viene resti- 
tuito all'atmosfera, completando così il ci- 
clo dell'azoto. Anche quando si procede 
alla raccolta delle piante coltivate o quan- 
do l'acqua piovana trasporta composti azo- 
tati in soluzione in strati più profondi del 
terreno, la materia azotata viene fisica- 
mente rimossa dallo strato superficiale 
del suolo. La percolazione, la raccolta dei 
prodotti agricoli e Tatti vita dei batteri 
de ni tri fi canti producono così una perdita 
netta di azoto fissato, che deve venir rim- 
piazzato se la coltura successiva deve sin- 



tetizzare per la crescita una ulteriore 
quantità di proteine. 

In che modo, allora, può venir stimolata 
l'azione azotofissatrice dei Rhìzobium 
sulle radici delle leguminose, con un 




aumento della resa dei raccolti? Un me- 
todo diretto è quello che avviene attra- 
verso il miglioramento vegetale, per il 
quale non bisogna ricorrere affatto alle 
tecniche microbiologiche. Per esempio, 
se mediante riproduzione selettiva si do- 



Rhizoùium 






PELO RADICALE 





CELLULA INTERNA DELLA RADiCÉ 
FILAMENTO D'INFEZIONE 



. \ 





CELLULE INFETTATE 






-<-*-^w^^***^ 




L'infezione di un pelo radicale di una leguminosa da parte di batteri del genere Rhìzobium ha 
inizio quando questi batteri si ali accano al pelo radicale f/J mediante un meccanismo tipo stampo. 
La pianta e ì batteri si riconoscono reciprocamente attraverso specifiche proteine. I batteri 
penetrano quindi ne) pelo radicale attraverso un filamento d'infezione e fluiscono in una cellula 
della radice (2). L'infezione fa rigonfiare e dividere la cellula (3): ne risulta un nodulo radicale. 
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vesse intensificare la fotosintesi, i batteri 
potrebbero essere in grado di fissare una 
maggior quantità di azoto nei noduli. Tut- 
tavia, se si combinano miglioramento 
vegetale e tecniche microbiologiche, atte 
a modificare i Rhizobium, si potrebbero 
ottenere rese ancora più elevate dì pro- 
teine vegetali. 

Alcuni anni fa, i miei co] leghi e io abbia- 
mo cominciato a utilizzare, presso l'Uni- 
versità del Wisconsin a Madison, dei meto- 
di di screening (valutazione), propri del- 
l'industria farmaceutica, applicandoli ai 
batteri azotofissatori. Questi ultimi sono 
stati innanzitutto esposti a sostanze muta- 
gene o a radiazioni ionizzanti per fare au- 
mentare la velocità di mutazione nella co- 
lonia. Con questi batteri mutanti si sono 
quindi inoculate delle piante ed è stata 
misurata la quantità di azoto fissato da ogni 
ceppo batterico. In questo modo, si sono 
ottenuti parecchi mutanti capaci di fissare 
livelli significativamente più elevati di azo- 
to rispetto a quelli raggiunti dagli inoculati 
standard, Le piante di soia usate nell'espe- 
rimento hanno mostrato una crescila più 
rapida. 

Poiché resperimento venne effettuato 
in laboratorio in una camera di crescita, il 
passo successivo è stato quello di verifica- 
re gli effetti dei batteri mutanti sulla cre- 



scita vegetale nelle condizioni rilevabili 
sul campo. La soia venne piantata nei 
campi del Wisconsin carenti di azoto; un 
lotto di ogni campo venne inoculato con 
batteri mutanti e un altro no. Tra i due 
non si notò alcuna differenza nella cresci- 
ta o nella resa; perfino il lotto di controllo, 
non inoculato, produsse un buon raccolto 
di soia. 

Potemmo così riscontrare proprio [ef- 
fetto che differenzia la pratica agricola da 
quella industriale, che è poi l'effetto delle 
popolazioni naturali di microrganismi 
nell'ambiente non controllato dell aperta 
campagna. Ceppi indigeni di Rhizobium 
formavano, in ambedue i lotti dell'espe- 
rimento J a maggior parte dei noduli radi- 
cali; i mutanti azotofissatorì, pur essendo 
superiori, erano incapaci di competere 
con essi. Quando i batteri mutanti venne- 
ro introdotti nei campi in cui non erano 
mai state coltivate prima delle legumino- 
se portarono a maggiori rese nei raccolti 
di soia, Il nostro attuale programma per 
superare una simile difficoltà prende a 
prestito dai genetisti che si dedicano al 
miglioramento delle piante una tattica 
tradizionale: cerchiamo di identificare i 
ceppi batterici più competitivi e, partendo 
da essi, di ottenere mutanti con migliori 
proprietà azotofissatrici, 
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Il cortocircuito biochimico conduce a una dispendiosa perdita di idrogeno gassoso (H2) quale 
prodotto secondario della rea/Jone enzimatica mediante la quale i batteri lì /u^A/o/n trasformano 
l'azoto molecolare (N2I in ammoniaca (NH3). Sembra che l'idrogeno non abbia alcun valore per la 
pianta o per i batteri; sembra, anzi, che disperda l'energia che è derivata dalla fotosintesi. 
Quest'energia sene a separare ì protoni liberi i H ~ > dagli elettroni (*■- U i quali alimentano quindi 
le reazioni di fissazione dell'azoto. Se protoni ed elettroni si ri corti binano per formare t'idrogeno, 
tale energia viene invece dissipata* In alcuni ceppi di Rhizobium , un gene portato da un plasmiti e è 
in grado di far fronte a questa inefficienza. Designato come hup f esso codifica per La sintesi 
dell'enzima idrogenasi da parte dei batteri. L'idrogenasi catalizza la demolizione dell'idrogeno 
gassoso nei protoni ed elettroni costituenti perché possano essere riutilizzati nella fissazio- 
ne dell'azoto. L'introduzione del gene hup in un Rhizobium conferisce alla pianta in cui 
questo batterio modificato viene inoculato una maggior resa nella produzione di semi. 



Il sistema di indurre mutazioni casuali e 
di farne uno screening alla ricerca di 
batteri mutanti utili si è dimostrato ineffi- 
ciente. In un certo numero dì laboratori, i 
microbiologi stanno oggi studiando la 
genetica e la biochimica dell'infezione da 
parte di Rhizobium in modo da poter in- 
tervenire direttamente sui batteri con una 
manipolazione genetica, In tutti gli orga- 
nismi azotofissatori, Tagente responsabi- 
le della fissazione è l'enzima nitrogenasi, 
che catalizza la trasformazione dell'azoto 
molecolare in ammoniaca. Nella reazio- 
ne, una proteina trasportatrice dona elet- 
troni alla nitrogenasi, la quale, a sua volta, 
ti trasferisce alla molecola biatomica del- 
l'azoto mediante un meccanismo che non 
è ancora del tutto compreso. Tre elettroni 
dolati di carica negativa vengono a essere 
associati con ogni atomo di azoto; dopo di 
ciò tre protoni (nuclei di idrogeno) ven- 
gono sottratti dall'ambiente intracellula- 
re per neutralizzare tale carica. Di conse- 
guenza, ogni molecola biatomica di azoto 
dà origine a due molecole di ammoniaca. 

Il trasferimento di elettroni dalla nitro- 
genasi all'azoto molecolare presenta una 
reazione collaterale molto dispendiosa 
dal punto di vista energetico. Molti elet- 
troni si ricombinano con i protoni prima 
dì raggiungere l'azoto; gli elettroni e i 
protoni che si sono ricombinati vengono 
liberati come idrogeno molecolare gasso- 
so (H2). Ceni ceppi di Rhizobium sinte- 
tizzano l'idrogenasi, un enzima che con- 
verte l'idrogeno molecolare in elettroni e 
in protoni perché vengano riutilizzati dal- 
la nitrogenasi. Questa potrebbe dunque 
fungere da postcombustore, in grado di 
rendere i batteri azotof issatoli più effi- 
cienti dal punto di vista energetico. La 
maggiore efficienza batterica permette* 
rebbe inoltre alla pianta di dirigere la 
propria energia più verso la resa in semi 
che verso il sostentamento dei propri bat- 
teri simbiotici. Di recente alcuni ricerca- 
tori della Oregon State University hanno 
dimostrato l'efficacia della idrogenasi in 
natura, indicando che piante di soia colti- 
vate in campo aperto e inoculate con un 
ceppo di Rhizobium in grado di sintetiz- 
zare l'idrogenasi presentano una resa 
maggiore dì quelle inoculate con un cep- 
po privo dell'enzima. 

Ricercatori del John Innes Institute in 
Gran Bretagna hanno dimostrato che l'i- 
drogenasi prodotta da certi ceppi di Rhi- 
zobium viene codificata da un unico gene, 
il quale si trova su un pi asmi de, cioè su un 
anello di DNA separato dal cromosoma 
batterico. Dovrebbe essere possibile tra^ 
sferire il gene per l'idrogenasi ai ceppi di 
Rhizobium, che ne sono privi, ma che 
possiedono altre caratteristiche che li 
fanno apprezzare come fissatori di azoto. 

Non tutta la fissazione simbiotica del- 
l'azoto viene condotta dai batteri Rhizo* 
btum e non tutti i batteri azotofissatori 
vivono sulle leguminose. La chiave per la 
manipolazione genetica di microrganismi 
che fissano l'azoto per le colture di cereali 
può consistere nella conoscenza appro- 
fondita di simili simbiosi naturali. Esiste 
un solo caso ben documentato in cui il 
Rhizobium ha dimostrato di formare 
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L'apparato radicale delle piovani piante di Pirtus taeda sì espande quando * iene inoculato con il 
funfju Pisoli thus littctorìus, presente nel te (re no e che è una sptrtit' di mìcorriza. Nella fotografia 
in alto non sono presenti fanghi e la superficie complessiva delle radici è ridotta. Nella fotografia in 
basso, invece* le mieomze contribuiscono a formare un sistema radicale più fitto con una super- 
ficie più ampia per l'assorbimento dell'acqua e delle sostanze nutritive. Le pianticelle inoculate 
crescono più in fretta ed è più proba bile che sopravvivano, te colonie di micorrize si estendono 
in parti del terreno non accessibili al sistema radicale aumentando cosi il territorio sfruttabile. 



noduli in una pianta che non era una le- 
guminosa ed è stato riferito da un ricerca- 
tore dell' Australia occidentale. Sono stati 
identificati e isolati, invece, numerosi bat- 
teri azotofissatori: per esempio Frankia 
alni è un azotofissatore per l'ontano e per 
altre piante che non sono leguminose. 
Pertanto si può utilizzare Tornano nell'avvi- 
cendamento delle colture proprio come si fa 
con le leguminose: giovani pianticelle di 
questa specie vengono mescolate ad altre 
essenze forestali in modo da arricchire il 
suolo su cui vengono fatti poi crescere alberi 
di importanza commerciale come il pioppo 
e l'abete di Douglas, 

Alcuni batteri del suolo fissano l'azoto 
** senza entrare in simbiosi con una 
pianta. Nel mio laboratorio, Stephen W, 
Eia e io stiamo cercando di utilizzare il 
batterio azotofissatore Azotobaaer pine- 
ta mi it, che non partecipa ad alcuna sim- 
biosi, per legarlo alle radici del mais e in 
questo modo avere un'azione fertilizza- 
trìce nei suoi riguardi. Di solito, A. vìne- 



I ti n ii ii non produce più ammoniaca di 
quanta non sia necessaria per la propria 
crescita. Pertanto il nostro primo scopo è 
stato quello di ottenere mutanti in grado 
di eliminare l'ammoniaca prodotta in 
eccesso, il che si può realizzare indivi* 
duando quei mutanti per i quali siano sta* 
te bloccate le vie di retroazione che nor- 
malmente impediscono V accumulo di 
ammonìaca. 

Per rendere l'ammoniaca disponibile 
solo perii mais, il nostro successivo obietti- 
vo è stato quello di mettere in stretto coni ai- 
to il batterio con Le radici della pianta di 
mais. Parecchi anni fa due miei colleghi 
avevano trasferito certi geni di Rhizobìum 
in A. vinelandii ed erano riusciti a fare in 
modo che quest'ultimo aderisse stretta- 
mente alle radici di trifoglio. Se, nella stessa 
specie, si potessero introdurre geniche spe- 
cificano il legame per le radici del mais 
invece di quello per le radici di trifoglio, il 
mais dovrebbe essere in grado di assumere 
l'ammoniaca eliminata dai batteri. 

Nell'ambito dello stesso progetto stia* 
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mo cercando di riprodurre varietà di mais 
che siano in grado di far fronte ai fabbiso- 
gni energetici del batterio. Le piante di 
mais che normalmente vengono coltivate 
negli Stati Uniti non possono far da sup- 
porto ad A. vinelandii. Mediante riprodu- 
zione selettiva dì varietà di mais prove- 
nienti da tutto i] mondo» Eia è stato capa- 
ce di far aumentare nelle radici di mais la 
produzione di composti del carbonio, che 
servono come fonie di energia e di elet- 
troni per la fissazione dell'azoto da parte 
di A vinelandii. Oggi noi siamo riusciti a 
produrre piante di mais in grado di ricava- 
re forse l'I per cento del loro azoto dal- 
l' associazione con ì batteri e siamo, per 
questo, sufficientemente incoraggiati dai 
nostri risuUati a cercare di migliorare 
questa percentuale. 

Le piante possono trarre beneficio da 
molte altre associazioni con microrgani- 
smi, associazioni che solo ora cominciano 
a essere comprese. Presso l'Università 
della California a Berkeley alcuni biologi 
hanno dimostrato che l'aggiunta di certi 
ceppi del batterio Pseudomonas putida ai 
semi della barbabietola da zucchero o alle 
patate fa aumentare la resa di queste 
piante. Si è visto che il batterio secerne 
agenti che «sequestrano» il ferro nel suo- 
lo. Con questo mezzo si sottrae a funghi e 
batteri potenzialmente dannosi il ferro 
che si trova vicino alle radici e che, per 
questi organismi, rappresenta un fattore 
indispensabile per la crescita. 

I funghi del suolo chiamati micorrize co- 
lon izza noie rad ìci de 1 le pi a n te e possono 
creare un'estensione del sistema radicale 
di queste ultime. Per esempio, in un suolo 
povero di fosfati, possono fornire alle 
piante questo sale trasformandolo in una 
forma solubile e trasportandolo poi verso 
le radici delle piante stesse. Le micorrize 
possono anche trasportare acqua, raccol- 
ta oltre il limite a cut può giungere il si* 
stema radicale delle piante e trasportarla 
verso di esse. Ceppi di micorrize sono 
stati inoculati, per esempio, in piante col- 



tivate su terreno che è stato bonificato a 
partire da miniere a cielo aperto. Altri 
ceppi possono rapidamente acquisire 
un'importanza economica in selvicoltura 
in quanto stimolano la crescita delle gio- 
vani pianticelle arboree. Tuttavia, finora 
sono state compiute solo poche ricerche 
per cercare di associare ceppi specifici di 
micorrize a specifiche piante e condizioni 
di sviluppo. 

La crescita in un terreno di coltura di 
singole cellule o di gruppi di cellule vege- 
tali può fornire una fonte di prodotti ve- 
getali che non è soggetta alla variabilità 
delle rese dei raccolti o alle incertezze del 
commercio internazionale. Molti prodol* 
ti, per esempio sostanze ad attività farma- 
cologica, pesticidi e agenti aromatizzanti, 
sono stati isolati da piante tropicali e, 
probabilmente, possono essere ottenuti 
facendo crescere cellule vegetali in grossi 
fermentatori. La singola cellula vegetale 
è, inoltre, un mezzo straordinariamente 
efficiente e conveniente in cui poter svi- 
luppare nuove varieià vegetali. Quando 
una cellula del genere viene esposta a un 
agente mutageno in un ambiente stres- 
sante, compaiono rapidamente varietà 
adattate che è possibile selezionare e ri- 
produrre. 

Quando lo stress provocato da un agen- 
te tossico o dalla mancanza di un elemen- 
to nutritivo essenziale si fa prevalente* 
allora solo quelle cellule mutanti che, per 
loro fortuna, si sono adattate a esso riusci- 
ranno a sopravvivere. In generazioni suc- 
cessive di cellule, la progenie di quelle che 
sono state selezionate in questo modo si 
può sviluppare in organismi ben sintoniz- 
zati con una serie specifica di condizioni 
ambientali. Lo stesso metodo è stato ap- 
plicato da lungo tempo nella selezione di 
microrganismi d'importanza industriale, 
come le muffe e i batteri che sintetizzano 
antibiotici resìstenti alla degradazione. 

Una volta che è stata selezionata la cel- 
lula voluta, si può porla in coltura per 
ottenere quella massa disorganizzata di 
tessuto che sì chiama callo. Talvolta, gli 



ormoni vegetali riescono a far organizza- 
re il callo in fusti, radici e altre parti diffe- 
renziate della pianta già sviluppata. Una 
pianta resistente alla tossina del fungo che 
provoca l'avvizzi mento delle foglie del 
mais è stata ottenuta dai biologi dell'Uni- 
versità del Minnesota a partire da colture 
di tessuti. Questi ricercatori hanno aggiun- 
to detta tossina alle colture e quindi han- 
no selezionato le linee cellulari resistenti. 

Da singole cellule, invece, solo poche 
piante sono state rigenerale con successo 
ed esse non sempre hanno ereditato le 
proprietà che erano state selezionate nel- 
la singola cellula. Una cellula resistente a 
un erbicida non dà necessariamente ori- 
gine a una pianta resistente a quello stesso 
erbicida, anche se le singole cellule ri- 
mangono resistenti a esso quando vengo- 
no nuovamente fatte crescere in vitro. 
Inoltre, le singole cellule in coltura sono, 
in genere, diploidi o poliploidi e ciascuna 
ha perlomeno due copie di ogni cromo- 
soma. Pertanto, l'informazione genetica 
portata dalla cellula viene codificata al- 
meno due volte. In simili circostanze, la 
maggior parte delle mutazioni risulta es- 
sere recessiva. Il gene recessivo non ha 
effetto sulla pianta parentale, ma la sua 
presenza può essere sentita nelle genera- 
zioni successive e, di conseguenza, le ca- 
ratteristiche della progenie non si posso- 
no prevedere con certezza. Le cellule 
aploidi, che hanno solo una copia di ogni 
cromosoma, hanno oggi cominciato an- 
ch'esse a essere coltivate e dovrebbe esse- 
re più agevole individuarne i mutanti. 

La rimozione mediante enzimi della 
parete di una cellula vegetale dà origine a 
una cellula nuda, detta protoplasto. Si 
può riuscire a far fondere i proto pi asti di 
due piante non affini, creando cosi un'u- 
nica cellula, che può rigenerare una pare- 
te cellulare e svilupparsi per parecchie 
generazioni in una soluzione contenente 
sostanze nutritive. In un certo senso, il 
processo equivale alla riproduzione ses- 
suale tra specie differenti di piante, ma 
raramente si ottiene una pianta ibrida 



matura. A dire il vero, presso il Max 
Planck Institut fiir Biologie di Tùbingen 
sono stati fusi protoplasti di patata e di 
pomodoro e si è ottenuta una pianta ibri- 
da sviluppata, alla quale è stato conferito 
il nome di «pomato» (dall'inglese potato, 
patata, e tornato, pomodoro). Il pomato è, 
però, una pianta sterile e non dà origine 
né a patate nel suolo né a pomodori che 
pendano dal fusto e dai rami. 

Il trasferimento di geni da un organi- 
smo a un altro rappresenta l'applicazione 
più sofisticata delle strategie microbiolo- 
giche all'agricoltura, ma delle tre che ho 
menzionato è quella che ha avuto il mino- 
re sviluppo. In effetti, in confronto con i 
metodi basati sul DNA ricombinante 
messi a punto per operare con i geni ani- 
mali, i lavori sui geni vegetali sono limita- 
ti. I principi dell'inserimento di geni 
estranei sono, invece, gli stessi nel caso 
delle cellule vegetali e delle cellule anima- 
li e batteriche. 

T>er inserire un gene vegetale in un bat- 
*■ te rio è necessario innanzitutto isolare 
il gene mediante enzimi noti con il nome 
diendonucleasi di restrizione. Il gene ber- 
saglio deve allora essere trasportato al- 
l'interno della cellula ospite da un pla- 
smide o vettore virale, In questo modo, 
ricercatori di numerosi laboratori sono 
riusciti a clonare geni vegetali nel batterio 
Escherìckia coli La ben riuscita introdu- 
zione di un gene estraneo in una cellula 
non significa sempre, però, che la cellula 
esprimerà il prodotto proteico di quel 
gene, Perché le proteine possano venir 
espresse devono essere messi in moto ben 
altri meccanismi chimici intracellulari e 
non si capisce ancora esattamente in che 
modo questi si possano realizzare. 

Se i microbiologi riusciranno a espri- 
mere le proteìne vegetali nei batteri, esse 
si potranno ottenere facendo crescere 
quei batteri in vasche di fermentazione. Il 
processo potrebbe allora, almeno in teo- 
ria, essere portato un passo più in là. 
Numerosi importanti prodotti vegetali, 



ad esempio sostanze d'importanza farma- 
cologica, pesticidi, oli, cere e agenti aro- 
matizzanti, vengono sintetizzati in gene- 
rale dalle piante in reazioni chimiche a più 
stadi, a cui partecipano parecchi enzimi. 
Se, in un batterio, si possono esprimere i 
geni per tutti gli enzimi, quel batterio può 
diventare, in effetti, una vera e propria 
fabbrica per la sintesi di un certo compo- 
sto vegetale. 

Un traguardo mollo più ambizioso è 
quello deirintroduzione di geni estranei 
nelle cellule vegetali. Si stanno esploran- 
do oggi parecchie vie potenziali. Il meto- 
do forse più promettente si concentra su 
un plasmide presente nel batterio Agro* 
hacterium tumefaciens; questo induce un 
tumore, chiamato galla del colletto, in 
dicotiledoni lese (dicotiledoni sono l'am- 
pia classe di angiosperme, o piante muni- 
te di fiori, che includono le leguminose, ì 
pomodori e numerose altre piante agra- 
rie, ma non i cereali). Il meccanismo mes- 
so in atto dal batterio infettante consiste 
nell'inserire un segmento di plasmide in 
un cromosoma delle cellule vegetali. Il 
segmento inserito in questo modo viene 
chiamato T-DNA. 

Pertanto, l'inserimento del T-DNA è 
una forma naturale di modificazione ge- 
netica e fornisce alle cellule vegetali così 
infettate parecchie proprietà insolite, che 
sono probabilmente essenziali per la for- 
mazione di una galla del colletto. Le cellu- 
le normali proliferano in coltura solo in 
presenza di ormoni di crescita vegetali, 
ormoni che non sono invece necessari alle 
cellule infettate con A. tumefaciens. Lo 
svincolamento delle cellule dal controllo 
ormonale potrebbe spiegare la loro cre- 
scita insolitamente rapida nel tumore. Le 
cellule infette sintetizzano anche l'enzima 
opinsintetasi, che catalizza la produzione, 
da parte della cellula vegetale, dì compo- 
sti fortemente azotati, detti opine. Sem- 
bra che le opina siano necessarie all'A 
tumefaciens come fonte di azoto e, per- 
tanto, le galle del colletto possono venir 
interpretate come il risultato della messa 



a punto di una strategia biologica da parte 
di un batterio per assicurarsi l'azoto ne- 
cessario alla crescita. 

Ricercatori detr Università di Leida 
sono riusciti a infettare cellule di tabacco 
coltivate in vitro con A. tumefaciens. 
Hanno quindi dimostrato che le piante di 
tabacco, rigenerate da cellule infettate, 
conservavano il T-DNA e continuavano a 
sintetizzare ropinsmtetast. Più di recente, 
altri ricercatori del Max Planck Institut 
fiir Zuchtungsforschung di Coionia han- 
no dimostrato che il gene che codifica per 
l'espressione della opinsintetasi viene tra- 
smesso attraverso i semi alle generazioni 
successive. Risultati del genere giustifica- 
no una certa fiducia nel fatto che, se i geni 
estranei si possono saldare nel plasmide 
di A. tumefaciens in associazione con il 
T-DNA, essi esprimeranno alcune pro- 
teine nella pianta adulta e saranno tra- 
smessi attraverso i semi alla progenie. 

Un altro metodo che è in corso di inda- 
gine per l'introduzione di DNA estraneo 
nelle cellule vegetali sfrutta il virus del 
mosaico del cavolfiore (CaMV), Il DNA 
di questo virus vegetale si può isotare, 
tagliare e saldare in un plasmide, per po- 
terlo poi inserire nel batterio E.cofi. In 
questa sede il DNA può venir amplifica- 
to, o riprodotto, molte volte: il DNA 
amplificato conserva la capacità di infet- 
tare il cavolfiore e una gamma di piante a 
esso affini. I ricercatori si stanno ora im- 
pegnando nel determinare quali punti, 
lungo il DNA virale, sono adatti per l'in- 
troduzione di geni estranei. 

Se i geni possono venir introdotti nelle 
cellule vegetali a piacere, una applica- 
zione importante può consistere nell'in- 
serimento di geni per la fissazione dell'a- 
zoto (geni nìf) nei cereali. Ricercatori 
dell'Università del Sussex hanno costrui- 
to un plasmide batterico che include tutti i 
17 geni nìf noti, provenienti dal batterio 
azotof issato re KlehsieUa pneumoniae. 
Quando questo plasmide è stato trasferito 
in E.coU t quest'ultimo, normalmente in- 
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Agrobecterium 
tumefaciens 

L'introduzione di DNA estraneo in cellule vegetali può essere realizza* 
ta sfruttando il processo infettivo naturale del batterio Agrobacterium 
tumefaciens. 11 batterio porta un plasmide il quale provoca nella mag- 
gior parte delle dicotiledoni tumori, delti galle del colletto, e induce le 
cellule vegetali infettate a sintetizzare composti azotati* le opine. Il 
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meccanismo dell'infezione è stato denominato colonizzazione geneti- 
ca: una parte del plasmide, chiamata T-DNA. si combina con il DNA 
cromosomico nel nucleo della cellula vegetale. II plasmide potrebbe 
dunque fungere da vettore per l'inserimento dì DNA estraneo in celiale 
vegetali. Lo sì taglierebbe in corrispondenza di un punto interno al 
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T-DNA e vi si inserirebbe, saldandolo, il gene estraneo* Il T-DNÀ si 
replica quando le cellule tumorali di una galla del colletto si dividono. 
Queste cellule, anche quando vengono coltivate in vitro, continuano a 
portare il T-DNA, in alcuni casi è stato possìbile rigenerare una pianta 
partendo da cellule tumorali coltivate in vitro. Il T-DNA si ritrova 





CROMOSOMA 
CON IL NUOVO GENE 



ancora nei cromosomi della pianta rigenerata. Inoltre, ti gene portato 
dal T-DNÀ, che codifica per l'enzima opinsìntetasU viene trasmesso 
alle piante figlie come se si trattasse di un normale gene dominan- 
te. Se geni estranei inseriti nel T-DNÀ venissero anch'essi trasmes- 
si alla progenie, si potrebbero ottenere nuove varietà di piante. 
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capace di fissare l'azoto, è diventato un 
microrganismo azoi ©fissatore - 

Ancora più promettenti sono i recenti 
succedi raggiunti da gruppi di ricercatori 
della Cornell University, dell'Istituto Pa- 
steur e dell'Università di Parigi , i quali 
hanno introdotto ì 17 geni nif di R. pneu- 
moniae in un lievito, ! lieviti, essendo orga- 
nismi elicanoti, al contrario dei batteri che 



sono procarioti, sono molto più affini alle 
piante superiori di quanto non lo siano ai 
batteri. Pertanto l'introduzione dei geni nif 
batterici in essi rappresenta il superamento 
di una importante barriera biologica. 

Cionondimeno, le cellule di lievito che 
portavano i geni mf non erano in grado di 
esprimere il DNA che era stato inserito in 
esse; pertanto, non erano in grado di fis- 



DNA CROMOSOMICO 




In un processo in due stadi sono stali inseriti nel genoma di un lievito i geni per la fissazione 
dell'azoto. Nel primo stadio, i pi asm idi del batterio Escherichia coti e di una cellula di lievito 
vengono tagliati e quindi fusi insieme per formare un unico plasmide ibrido, il quale può essere 
riconosciuto dalla cellula del Lievito e integrato nei DNA cromosomico. Nel secondo stadio, i getti 
da introdurre nel lievito vengono isolati dal cromosoma del batterio Klebsietla pneumaniae, un 
organismo azotofìssalore. Essi, collettivamente designati con la sigla nif codificano per qualcosa 
come 17 proteine. Viene poi tagliato un altro plastnide di E.cofi e ì geni nif isolati vengono 
introdotti in esso per formare un secondo plasmide ibrido. A causa de! DNA batterico già inserito 
in uno dei cromosomi del lievito* la cellula del lievito riconosce il plasmide ibrido di E.coti. Questo 
viene quindi integrato nel cromosoma del lievito. L'esperimento è stato condotto da Atadar A* 
S/ala\ e collaboratori presso la Cornell University. Le proteine azotofissatrici non sì esprìmo- 
no comunque nel lievito, anche se l'inserimento dei geni nif procarioti nelle cellule dì lievi- 
to dimostra che il materiate genetico può essere trasferito Ira differenti sistemi biologici. 



sare Tazoto atmosferico. Questa incapaci- 
tà mostra la complessità che è associala 
con la manipolazione genetica delle fun- 
zioni biologiche incorporate in più di un 
gene. Il DNA trasferito deve innanzitutto 
essere correttamente trascritto dal lievito 
nell'RNA. Non si può ammettere che la 
corretta trascrizione sta una cosa che va 
da sé, in quanto il lievito deve interpreta* 
re correttamente i segnali batterici di ini- 
zio e di arresto della trascrizione, l/RN A 
deve quindi essere prelevato dal nucleo 
ed essere riconosciuto dai ribosomi come 
RNA messaggero per la traduzione in 
proteina. Le 1 7 proteine che esprimono i 
geni m/ devono allora funzionare insieme 
nel citoplasma estraneo delta cellula del 
lievito. Possono esservi degli impedimen- 
ti a un simile funzionamento* Per esem- 
pio, la molecola dell a n itrogenasi ha, nella 
sua struttura, un numero elevato di atomi 
di ferro. Una sufficiente quantità di ferro 
è chiaramente a disposizione dei batteri 
azotofissatori. ma non è certo che una 
forte richiesta di esso possa essere affron- 
tata dalla cellula vegetale senza mettere a 
repentaglio la sintesi di altri enzimi essen- 
ziali per la pianta. 

Dubbi di questo tipo possono insorgere 
anche quando sembra, all'inizio, che l'e- 
spressione di una particolare funzione 
vegetale richieda solo un gene. Il miglio- 
ramento della qualità delle proteine negli 
alimenti è un importante traguardo che la 
ricerca agraria si propone di raggiungere, 
Per esempio, le proteine immagazzinate 
in alcuni cereali e in altre sementi sono 
carenti di amminoacidi essenziali per l'a- 
limentazione umana e animale. Si pensa- 
va in passato che l'inserimento di un unico 
gene, codificante per una proteina di ri- 
serva con un miglior equilibrio di ammi- 
noacidi, sarebbe stato sufficiente a mi- 
gliorare la qualità del contenuto proteico 
di un tipo di semente. Oggi si sa che le 
principali proteine dei semi sono spesso 
raccolte di numerose proteine correlate, 
ciascuna codificata da un gene separato. 
Pertanto, per riuscire a migliorare in mi- 
sura significativa la qualità complessiva 
delle proteine immagazzinate, si dovreb- 
bero poter modificare individualmente 
molti geni. 

Anche se problemi tecnici di questo 
genere possono essere difficili da supera- 
re, probabilmente non sono i fattori limi- 
tanti nell 'applicazione della microbiolo- 
gia all'agricoltura. Sulla lunga distanza, 
limitazioni più rigorose saranno, invece, 
le sovvenzioni finanziarie piuttosto limi- 
tate alla ricerca di base in agricoltura e la 
perdita di risorse genetiche insostituibili 
dall'insieme genico totale. 

Secondo un'analisi svolta dalla National 
Science Foundation, le sovvenzioni 
federati per la ricerca in tutti i campi della 
scienza dei vegetali sono ammontale nel- 
l'anno fiscale 1977 a 206 milioni di dolla- 
ri, cioè il 2,3 percento degli 8,8 miliardi di 
dollari, spesi dal Governo federale statu- 
nitense nello stesso anno per tutta la ri- 
cerca di base e applicata. Il budget del 
presidente Reagan per il 1982 prevede 
una attribuzione al Dipartimento dell'a- 




ni questa micro fotografia al microscopio elettronico a scansione, effettuata da Trevor V, Suslow e 
Douglas G. Garruli dell'Uni versi là della California a Berkeley, alcuni battoli utili alla pianta 
appaiono qui attaccati ai peti radicati di una barbabietola da zucchero, con un ingrandimento di 
6300 diametri, Questi batteri, Pseudamona s putida, sopprimono la crescita di altri microrganismi 
nei pressi delle radici, e lo fanno sottraendo ferro al suolo. D ferro viene strettamente legato in 
molecole che Mino sintetizzate dai suddetti batteri simbionti e, pertanto, non è più disponibile per i 
funghi e altri batteri del suolo che potrebbero danneggiare le radici delle piante. Si riduce, wsu la 
competizione per le sostanze nutritive essenziali e si possono avere delle rese molto più alte. 



gricoltura, per il 1982, di 691 milioni di 
dollari per la ricerca, il che rappresenta il 
53 per cento dei 13,1 miliardi proposti 
per il 1982 per tutta la ricerca di base e 
applicata. Dì questa somma, tuttavia, solo 
una piccola aliquota sarà disponibile per 
studi sulle applicazioni della microbiolo- 
gia in agricoltura. Per esempio, il pro- 
gramma per borse di studio per La ricerca, 
da attribuirsi a seguito di concorso, prò- 
gramma elaborato dal Dipartimento per 
l'agricoltura, amministrerà nel 1982 26 
milioni di dollari come fondi per la ricerca 
di base, per studi sulla fissazione dell'azo- 
to» la fotosintesi, i meccanismi genetici su 
cui si basa il miglioramento delle piante 
agrarie, gli stress a cui sono sottoposte le 
piante e quelli determinati dall'ambiente, 
infine i fabbisogni alimentari dell'uomo. 
Gli studi di microbiologia riceveranno 
solo 4,8 milioni di dollari. Per tutte le 
ricerche sul DNA ricombinante, control- 
late dai National Institutes of Health, le 
sovvenzioni federali perla manipolazione 
genetica in agricoltura sono ammontate, 
per Tanno fiscale 1 980, a solo 1 milione di 
dollari, in confronto ai 24,5 milioni di 
dollari per la ricerca medica e ai 27,5 mi- 
lioni di dollari per la ricerca in generale. 
La distruzione sempre più rapida del 
corredo genico presenta una duplice iro- 



nia. In primo luogo viene provocata dal 
diboscamento di territori occupati dalle 
foreste pluviali tropicali proprio per l'a- 
gricoltura. In secondo luogo» sta avve- 
nendo all'alba di un'epoca in cui una simi- 
le ricchezza genetica, finora relativamen- 
te inaccessibile, sta oggi diventando una 
moneta di scambio di elevato valore 
immediato. Alcune stime danno un valo- 
re di 1000 specie Tanno come velocità di 
estinzione e si stanno facendo ancora 
pochi sforzi organizzati per conservare le 
risorse genetiche, 

1 microbiologi saranno solo una parte 
dei ricercatori che parteciperanno allo 
sviluppo di nuove colture e pratiche agri- 
cole. È particolarmente importante, 
però, che essi possano lavorare a stretto 
contatto con i genetisti che si dedicano al 
miglioramento delle piante, non solo per 
Pesperienza che questi hanno con gli ef- 
fetti delle modificazioni apportate in 
laboratorio alle piante agrarie, ma anche 
perché molte tecniche appartenenti alle 
due discipline in realtà si soprappongo- 
no. La ricerca futura potrà svelare ina- 
spettate barriere nella applicazione dei 
concetti della microbiologia all'agricoltu- 
ra, ma è perlomeno altrettanto probabile 
che tali concetti potranno essere pron- 
tamente messi in pratica. 
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TEMI METAMAGICI 



di Douglas R. Hofstadter 



Come possono i calcolatori comprendere l'analogia, 
il nucleo del pensiero umano? 



Nel corso di una ricerca sull'intelli- 
genza artificiale condotta insie- 
me a due studenti, Marsha Me- 
redith e Gray Clossman, ho sottoposto a 
osservazione processi mentali tipicamen- 
te umani, presenti nella vita di tutti i gior- 
ni come in ambiti più limitati, e sembra 
che quasi ovunque, dentro alle rappresen- 
tazioni interne dei concetti, esistano sot- 
tostrutture che sono relativamente indi- 
pendenti dalle strutture di cui fanno par- 
te. Una sottostruttura di questo tipo è 
modulare, cioè è esportabile dal contesto 
originale ad altri contesti. Una tale sotto- 
struttura può essere considerata in modo 
autonomo e conveniamo di chiamarla 
ruolo. Un ruolo, dunque, è una «descri- 
zione modulare» naturale dotata di una 
grande mobilità, potendosi spostare fa- 
cilmente dal contesto in cui è nata ad altri 
contesti che a prima vista non si sospette- 
rebbero. 

Un esempio di ruolo è «First Lady». 
La maggior parte degli americani usa 
questo termine in modo più flessibile di 
quanto non si pensi. Interrogati direbbe- 
ro, probabilmente, che il termine significa 
«la moglie del presidente» e non pense- 
rebbero ad altro. Ma se si chiedesse loro 
di spiegare l'espressione First Lady del 
Canada, probabilmente l'immagine che si 
affaccerebbe alle loro menti sarebbe quel- 
la di Margaret Trudeau. Potrebbero re- 
spingere questo pensiero, ma ciò che 
importa è che si presenterebbe con ogni 
probabilità. Innanzitutto la gente sa che 
questa signora è imprima moglie di Pierre 
Elliot Trudeau. In secondo luogo Tru- 
deau non è il presidente del Canada, ma il 
suo primo ministro. Com'è, allora, che le 
due espressioni «la prima moglie del pri- 
mo ministro» e «la moglie del presidente» 
sono sinonime? Prima di rispondere 
«Bene, "moglie" e "prima moglie" sono 
concetti simili, come del resto "primo 
ministro" e "presidente", pensate a chi 
potrebbe essere detta la First Lady del- 
l'Inghilterra. Chi vi viene in mente? Mar- 
garet Thatcher? La regina Elisabetta? 
Sono donne, ma sono forse delle First 
Lady? Non pensate che, allora, questa 
descrizione potrebbe andare bene anche 
per Denis Thatcher o per il principe Filip- 
po? A prima vista la cosa sembra sciocca, 



ma nello stesso tempo è innegabile che la 
descrizione vada bene, soprattutto per 
Denis Thatcher. Infatti mi è capitato di 
vedere un articolo di giornale in cui una 
foto di Denis Thatcher portava come di- 
dascalia «Britain's First Lady». 

Che senso ha tutto ciò? Come può. un 
uomo essere una «lady»? Bene, il lin- 
guaggio è molto più flessibile di quanto 
vorrebbero farvi credere le definizioni dei 
dizionari e questa elusività del linguaggio 
è dovuta a una sottostante elusività dei 
concetti, in particolarmodo alla presenza 
dei ruoli. 

Naturalmente potete pensare che il 
ruolo First Lady possa trasformarsi in 
«marito del primo ministro» solo perché 
viene inteso nella più ampia accezione di 
«coniuge di un capo di stato». Ma ciò non 
basta. Ad Haiti il titolo di First Lady, fino 
a tempi recenti, spettava a Simone Duva- 
lier, la vedova del presidente precedente 
Francois Duvalier («Papa Doc»). La stes- 
sa persona è anche madre dell'attuale 
presidente Jean-Claude Duvalier («Baby 
Doc»). Non molto tempo fa vi è stata una 
dura lotta tra Simone e Michelle Bennett 
Duvalier, la moglie di «Baby Doc», per il 
titolo di First Lady. Alla fine sembra che 
la più giovane Michelle l'abbia spuntata 
guadagnandosi il titolo di «First Lady of 
the Republic» lasciando alla suocera 
quello di «First Lady of the Revolution». 
Volete forse correggere la vostra specifi- 
cazione prendendo come esplicazione di 
First Lady «il coniuge (o primo coniuge) 
delPattuale (o precedente) capo dello sta- 
to»? È possibile trovare delle eccezioni 
anche in questo caso. Per esempio si può 
pensare a un meeting dei membri del 
Pooh-Bah Club in cui la moglie del presi- 
dente del club viene presentata come la 
First Lady del club. Naturalmente è diffi- 
cile considerare il presidente del Pooh- 
-Bah Club come un capo di stato, e quindi 
dovreste modificare la vostra definizione 
dicendo «il coniuge (o primo coniuge) del 
capo attuale (o precedente) di qualsiasi 
vecchia organizzazione». Ma supponia- 
mo... Penso che ora potrete continuare 
voi a cercare eccezioni. Per ogni regola 
proposta esiste un modo di renderla inef- 
ficiente. 

La cosa peggiore in questo processo, in 



cui il concetto viene reso sempre più fles- 
sibile, è che qualcosa di fondamentale 
scompare, e precisamente la nozione di 
«moglie del presidente», nel suo senso 
più naturale (almeno per gli americani). 
Se uno dovesse basarsi solo sulla defini- 
zione generalizzata, potrebbe ritenere 
che anche Sam Pfeffenhauser, il primo 
suocero dell'attuale proprietario della 
drogheria all'angolo, sia un buon esempio 
di First Lady, almeno quanto lo è Nancy 
Reagan. Ciò significa che c'è qualcosa che 
non va. La definizione non deve essere 
solo generale, ma deve anche incorporare 
alcune indicazioni che rendano lo spirito 
di ciò che si vuole indicare. 

I calcolatori fanno fatica ad afferrare lo 
spirito delle cose; preferiscono prendere 
le cose alla lettera. Quindi la gente perde 
molto tempo a cercare di farsi capire dai 
calcolatori, inventando lunghe e detta- 
gliate descrizioni di idee che chiunque 
avesse un briciolo di cervello capirebbe 
sulla base di un solo esempio adeguato. 
Quindi il problema è quello di cercare di 
far capire a un calcolatore il significato di 
«First Lady » . Vogliamo perciò esaminare 
l'idea dei «ruoli» addentrandoci mag- 
giormente in alcuni dettagli. 

Al fine di illustrare come la nozione di 
«ruolo» trovi applicazione in domini più 
formali di quello del protocollo politico 
prenderò in considerazione uno dei miei 
domini preferiti: i numeri naturali. Pre- 
senterò alcuni piccoli rompicapo che 
Gray, Marsha e io abbiamo elaborato. 
Ognuno di essi non ha una sola, ma un 
insieme di risposte corrette, ognuna con 
un differente grado di plausibilità. Il no- 
stro scopo è quello di scrivere un pro- 
gramma per calcolatore che sia in grado di 
valutare la razionalità di ogni risposta e 
quindi di scegliere con lo stesso «spirito» 
di una persona tra risposte buone e rispo- 
ste cattive. 

I numeri naturali potrebbero sembrare 
un dominio matematico troppo angusto, 
preciso, dai confini troppo netti, invece si 
tratta di un ambito in cui si possono for- 
mulare problemi che richiedono valuta- 
zioni soggettive estremamente sottili. 
Gray, Marsha e io pensiamo di fornire al 
programma solo una modesta conoscenza 
aritmetica degli interi positivi: il pro- 
gramma, per esempio, non può realizzare 
che 9 è un quadrato, di fatto non conosce 
nemmeno l'esistenza della moltiplicazio- 
ne, non saprà che 6 è pari e 7 è dispari. 
Cosa saprà allora? Potrà contare in avanti 
e all'indietro, cioè avrà un'idea di cosa sia 
una successione. Quindi sarà in grado di 
capire che la successione di numerali 
12345 rappresenta il processo del contare 
dal basso verso l'alto. Dovrà inoltre esse- 
re in grado di applicare il processo del 
contare a strutture, come 44444, che ri- 
conoscerà ad esempio come un gruppo di 
cinque copie del numerale 4. Saprà che 9 
è maggiore di 4, anche se non avrà un'idea 
di quanto. Potete pensare a questo pro- 
gramma come se fosse dotato delle cono- 
scenze aritmetiche di un bambino di cin- 
que anni, avidamente curioso delle strut- 
ture numeriche. Ecco il primo problema 
inventato, come molti altri, da Gray. 
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Consideriamo la seguente struttura che 
indicheremo con A: 1234554321. 

Consideriamo ora la struttura B: 
12344321. 

Ciò che si domanda è; cosa svolge in B 
la stessa funzione che 4 svolge in Al Op- 
pure, usando i ruoli: chi gioca in B lo 
stesso ruolo giocato da 4 in A 1 

Si noti che ponendo il problema in que- 
sto modo lasciamo a chi lo risolve il com- 
pito di stabilire che ruolo gioca 4 in A. 
Sarebbe lo stesso chiedere; «Chi è la 
Nancy Reagan dell'Inghilterra?» lascian- 
do a chi risponde il compito di stabilire 
che ruolo giochi Nancy Reagan e quindi 
di esportarlo in Inghilterra, Ho trovato 
che molti sono del parere che Denis That- 
cher sia «la Nancy Reagan dell'Inghilter- 
ra», mentre esitano a chiamarlo «la First 
Lady dell'Inghilterra». Un punto curioso 
su cui torneremo è il seguente: se il ruolo 
è lasciato implicito, non verbalizzato, si 
trasferisce in modo più fluido ad altri con- 
testi di quanto non faccia se viene «conge- 
lato» in una espressione linguistica. 

Di fatto la maggior parte delle analogie 
si sviluppa in un modo non verbale. È 
difficile che qualcuno vi chieda «Qual è la 
controparte di Central Park a San Franci- 
sco?» Di fatto la cosa segue una via più 
indiretta: state visitando San Francisco 
per la prima volta, attraversate il Golden 
Gate Park e in qualche modo vi torna in 
mente Central Park. Dopo di ciò potete 
mettere in luce alcuni elementi comuni 
(entrambi sono dei rettangoli stretti e 
lunghi, entrambi contengono dei laghi e 
delle strade a curve, e così via). La mag- 
gior parte delle analogie nascono in modo 
simile, come risultati di un filtraggio in- 
conscio e di una associazione di percezio- 
ni, non come soluzioni lucidamente cerca- 
te per problemi esplicitamente proposti. 
Si potrebbe dire che quando ci sovviene di 
qualcosa abbiamo formulato inconscia- 
mente una analogia. 

Incidentalmente, quando per la prima 
volta mi accinsi a scrivere sui ruoli e le 
analogie avevo presenti sia l'esempio del- 
la First Lady che quelli numerici. Con 
l'evolversi dei miei pensieri mi sono reso 
conto che inconsciamente stavo stabilen- 
do un parallelo tra l'esempio della First 
Lady e quelli numerici. Chiamo questa 
situazione una meta-analogia dato che si 
trattadi unaanalogiatra analogie. Inque- 
sta meta-analogia uso lastruttura,4 come 
corrispondente degli Stati Uniti, la strut- 
tura B dell'Inghilterra, 4 sta al posto di 
Nancy Reagan e l'oggetto sconosciuto al 
posto della persona sconosciuta. 

Esaminiamo alcune risposte possibili 
del primo problema «formale». La rispo- 
sta più plausibile è 3. La giustificazione è 
che 4 precede la coppia centrale (55) in A, 
e la coppia centrale corrispondente in B è 
44, che è preceduta da 3. Ma che dire di 
C? 

C: 12345666654321 

La coppia centrale in C è 66, a cui si 
affiancano due 6. Quindi si può dire che 
sia 6 che svolge in C il ruolo di 4 in Al 
Probabilmente molti preferirebbero 5, 



sebbene sia perfettamente logico insistere 
su 6. Tuttavia la preferenza per 5 viene da 
una forte tendenza a generalizzare il con- 
cetto di «coppia centrale» (che è esso 
stesso un ruolo) a quello di «blocco cen- 
trale» (o come preferite chiamarlo). Ci 
sono quindi due esigenze in conflitto: la 
prima è quella di mantenersi vicini al con- 
cetto originale e la seconda è quella di 
essere flessibili e di adattarsi quando 
«sembra il caso», quando sarebbe ottuso 
insistere su convenzioni stabilite invece di 
adottare semplici e «naturali» estensioni. 
Ma sono proprio questi termini, flessibile, 
adattabile, sembrare il caso, ottuso, natu- 
rale, e così via, che non trovano facilmen- 
te posto nei programmi. 

Cerchiamo qualche altro modo di ren- 
dere flessibile il ruolo di 4. Consideriamo 
questa struttura: 

D: 11223344544332211 

Si presenta qui una curiosa forma di in- 
versione: non c'è più una coppia centrale, 
ma troviamo coppie ovunque, tranne che 
al centro. Alcuni potrebbero scegliere 
ancora il 4, perché è vicino al centro. Ma 
che dire di 44, ossia una coppia invece di 
un singolo numerale? Sembra che poten- 
do identificare «coppia» e «insieme uni- 
tario» la risposta può essere accettata. 
Infatti potrebbe sembrare rigido e senza 
fantasia insistere in una risposta fatta di 
un singolo numerale quando è così ovvio 
che il modo più semplice di concepire D è 
in termini di coppie: 

D:(ll)(22)(33)(44)5(44)(33)(22)(ll) 

Non solo 4, ma ogni componente di A ha 
un ruolo ed esistono ruoli corrispondenti 
in D. Come potete vedere, all'interno di 
ogni ruolo i concetti di coppia e di insieme 
unitario sono sostituibili. 

È tempo ora di mettere in evidenza 
alcune caratteristiche della meta-analo- 
gia tra questi problemi e il problema della 
First Lady. Se pensate al presidente come 
alla «figura centrale e più eminente della 
nazione» e a sua moglie come «quellache 
gli sta accanto», vedrete che tali caratte- 
rizzazioni si trasferiscono quasi letteral- 
mente al contesto numerico. Nella strut- 
tura A la figura centrale e più eminente, 
«il presidente», è il 5 (o eventualmente la 
coppia di 5) e sua «moglie», colei che gli 
sta accanto, è il 4. In B il presidente è il 4 
(o la coppia di 4) e la moglie il 3. In C il 
presidente è il 6 (o il gruppo di 6) e la 
moglie il 5. In D non ci sono dubbi sul 
presidente, il 5, ma non è così per la mo- 
glie. Se pensate alla coppia come ai ma- 
schi e agli insiemi unitari come alle fem- 
mine, allora D presenta una situazione in 
cui i sessi sono scambiati, esattamente 
come nel problema della First Lady del- 
l'Inghilterra. La risposta più ragionevole 
sembra essere il «coniuge» (in questo 
caso il marito) di 5, precisamente la cop- 
pia 44. 

Consideriamo ora la seguente coppia di 
casi curiosi: 

E: 12345678 



F: 87654321 

Cosa possiamo dire di loro? Una persona 
molto rigida potrebbe attaccarsi all'idea 
espressa dalla frase «numero alla destra 
della coppia centrale», nonostante che in 
nessuno di questi due esempi la coppia 
centrale sia in qualche modo caratteriz- 
zabile. Una persona di questo tipo dareb- 
be la scialba risposta 3, nel caso di £, e 6, 
nel caso di F. Una persona di questo tipo 
farebbe meglio, come disse una volta 
Lewis Carroll, a darsi al football lasciando 
perdere le analogie. Quale sarebbe una 
migliore visione di El Come si potrebbe 
rappresentare E su Al La rappresenta- 
zione è destinata a essere imperfetta, 
quindi qual è il miglior compromesso? 
Potremmo pensare di rappresentare E 
sulla parte sinistra di A. Ciò comporte- 
rebbe la tacita valutazione che si deve 
rinunciare a rappresentare E su tutto A in 
vista della facilità con cui si rappresenta E 
su una parte «naturale» di A. Direi che si 
tratta di una valutazione piuttosto sottile. 
La risposta in questo caso sarebbe 7. Che 
dire allora di Fi Preferiamo 2 o 7? Di- 
pende se scegliamo di rappresentare F 
sulla parte sinistra di A o sulla parte de- 
stra. La rappresentazione sulla metà sini- 
stra comporta la rappresentazione di una 
successione crescente su una decrescente. 
Ma entrambe le scelte comportano la di- 
sponibilità a trascurare qualità a cui si era 
dato peso, una disponibilità a piegarsi sot- 
to certe pressioni. Le analogie fluide non 
sono un gioco per menti rigide! 

Queste situazioni sono difficili perché 
sostanzialmente richiedono di scindere il 
ruolo di 4 in A in due aspetti in conflitto 
fra loro. Nella rappresentazione dM su F 
uno dei due aspetti rivali concepisce il 
ruolo di 4 in A come «inferiore di uno 
rispetto al presidente», mentre l'altro 
aspetto vede 4 come «il penultimo nume- 
rale in una successione crescente». Quin- 
di un aspetto riguarda principalmente la 
grandezza mentre l'altro la posizione. La 
vostra risposta dipenderà da quale aspet- 
to ritenete più importante. 

Più o meno si era verificata la stessa 
cosa quando avete cercato di decidere se 
la First Lady dell'Inghilterra era la Regi- 
na Elisabetta o Margaret Thatcher, o uno 
dei loro mariti. È l'essere la figura più 
eminente o il capo di uno stato ciò che 
rende il proprio coniuge una First Lady? 
Negli Stati Uniti queste due caratteristi- 
che coincidono in una persona (il presi- 
dente), ma in Inghilterra non è così. Con- 
sideriamo le due strutture seguenti: 

G: 5432112345 

H: 123465564321 

In G ciò che è centrale è anche il minimo, 
e il massimo è il più periferico! (G può 
essere rappresentato come una valle lad- 
dove A è una montagna.) Abbiamo una 
figura rappresentativa (i 5 che sono ai lati 
della struttura) e un capo di stato (i due 1 
centrali). Il coniuge di quale dei due sarà 
la First Lady? Oppure, per ricollegarci 
all'origine di questo discorso, chi svolge in 
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G il ruolo di 4 \i\ Al Personalmente sce- 
glierei il 2 perché sta vicino al gruppo 
centrale. A me pare che la centralità sia 
più importante in questo caso della gran- 
dezza, proprio come il potere politico mi 
sembra più importante del ruolo nelle ce- 
rimonie. Corrispondentemente sceglierei 
come First Lady dell'Inghilterra Denis 
Thatcher piuttosto che il principe Filippo. 
Cosa accade quando esaminiamo HI 
Vi sono tre possibilità «ragionevoli» (nel 
senso che andrebbero bene al proverbiale 
«uomo di buon senso»): 6 (in quanto 
fiancheggia la coppia centrale di 5), 5 (in 
quanto precede il massimo) e 4 (in quanto 
fiancheggia il «cratere» centrale 6556). 
Ancora una volta non c'è una risposta 
giusta inequivocabile, ma vi sono delle 
ragioni più o meno buone per ogni rispo- 
sta. Per esempio, se qualcuno avesse l'au- 
dacia di dire «La risposta è 4 perché 4 è il 
quarto termine di H, esattamente come è 
il quarto termine dM ,» rimarremmo sba- 
lorditi. Che significato fondamentale si 
può attribuire a una caratterizzazione cosi 
accidentale e arbitraria come «il quarto 
termine di»? In tal modo ci si attiene a 
una visione estremamente superficiale di 
A, allo stesso modo in cui un bambino 
potrebbe sostenere che una cinquecento 
rossa e una Ferrari rossa sono più simili di 
due cinquecento di colori diversi. Vedere 
4 come nient'altro che il quarto elemento 
di A significa perdere tutto ciò che c'è di 
interessante in A, è vedere A come 



Mi sembra che una buona risposta debba 
prendere in considerazione la struttura di 
A in un modo globale, ricco e insieme 
semplice. 

La parola «ruolo» ci fa pensare al tea- 
tro. In una commedia i vari ruoli coesisto- 
no e interagiscono fra loro in scene; nei 
nostri problemi di analogia si potrebbe 
cercare di percepire le due strutture coin- 
volte come se fossero realizzazioni della 
medesima scena, attuate da registi diversi 
che operano con attori diversi. Quindi i 
ruoli principali sono presenti e interpreta- 
ti in entrambe le realizzazioni, ma nello 
stesso tempo ognuna di esse ha aspetti e 
ruoli minori caratteristici. L'adattamento 
della leggenda greca di Orfeo al contesto 
contemporaneo del Carnevale di Rio è il 
nucleo del film Orfeo Negro. Molte carat- 
teristiche originali non trovano una tra- 
duzione diretta, anche se ciò è possibile 
con modificazioni dettate dal sentimento 
poetico, e il successo dell'opera diretta da 
Marcel Camus lo dimostra. 

Ora che abbiamo visto alcune variazio- 
ni tornerei al tema originale per mettere 
in luce alcune sottigliezze nascoste di que- 
sto rompicapo. Prima di tutto la nozione 
di «coppia centrale», che è una specie di 
chiave di volta di A, è di fatto solo una 
specie di sottoprodotto, un elemento ac- 
cidentale della struttura di A. Come po- 
treste descrivere la struttura di A senza 
elencarne i componenti cifra dopo cifra? 
Direste probabilmente che sale da 1 a 5 e 
quindi scende da 5 a 1, dando origine a 
due parti che sono immagini speculari una 



dell'altra. Una descrizione di questo tipo 
si riferisce, tuttavia, solo alle due metà e 
non al fatto che nel loro punto di incontro 
si origina una coppia di 5. Eppure percet- 
tivamente vi è uno spostamento quando si 
osservai. All'occhio della mente appare 
qualcosa del genere: 

1234554321 

In un certo senso una nuova entità ha 
preso vita al centro della struttura, la 
chiave di volta di A . (Si noti che questa 
immagine visiva dipende, o implica, una 
rappresentazione di A su un arco.) 

Perché non percepiamo anche la cop- 
pia di 3 come un'unità? Probabilmente 
perché non si toccano. Consideriamo 
questa struttura: 

1234512345 

La coppia centrale 5 1 non risalta in modo 
particolare, vero? In A , invece, la coppia 
di 5 assomma in sé caratteristiche di adia- 
cenza, uguaglianza e soprattutto centrali- 
tà che la fanno percepire come una unità 
agli occhi dell'osservatore. 

Nei primi due problemi sia A che B 
avevano dei gruppi centrali evidenti. 
Questo forniva un buon punto di partenza 
per una rappresentazione generale di A 
su B: gruppo centrale su gruppo centrale, 
inizio su inizio, fine su fine e così via. Se 
volessimo completare la rappresentazio- 
ne incorreremmo tuttavia in qualche dif- 
ficoltà. 

A: 1234554321 

\ i r i i / 

\ i i i i / 

\ [ili / 

B: 12 3 4 4 3 2 1 

Dobbiamo rappresentare 1 \nA su 1 in B, 
non è vero? E così pure i centri delle due 
strutture devono corrispondersi. Ma dove 
viene meno l'analogia nello spazio tra 1 e 
5? Sembra che molti siano soddisfatti da 
una rappresentazione di 4 su 3, come 
mostrato nella figura in alto. A questo 
punto però di solito ci si arresta e si rinun- 
cia a proseguire oltre. 

In modo analogo, sebbene possiate 
chiedere chi sia «la Nancy Reagan del- 
Tlnghilerra», ha minor senso chiedere 
«Chi è la Maureen Reagan dell'Inghilter- 
ra?» (Ricordate che Maureen Reagan è la 
figliastra di Nancy Reagan.) Supponiamo 
che i Thatcher abbiano una figlia. Sareb- 
be la corrispondente di Maureen Rea- 
gan? Supponiamo che Margaret Thatcher 
abbia una figliastra. Sarebbe corrispon- 
dente? Oppure supponiamo che Marga- 
ret Thatcher non abbia figli, ma che Denis 
Thatcher abbia due figliastri gemelli. Al- 
lora questi gemelli considerati in blocco 
sarebbero la controparte di Maureen 
Reagan? Pensate all'esempio D, dove la 
coppia di 4 giocava lo stesso ruolo di4 in^4 . 

Si potrebbe andare avanti a stabilire 
corrispondenze sempre più dettagliate tra 
entità inglesi e americane. Qual è la con- 
troparte inglese del Watergate? Chi gioca 
la parte di Richard Nixon? Di John Mit- 
chell? Del senatore Sam Ervin? Del sena- 



tore Daniel Inouye? Di G. Gordon Lid- 
dy? Del giudice John Sirica? Di John 
Dean? Del poliziotto Ulasewicz? Di Ale- 
xander Butterfield? Minore è il rilievo di 
un oggetto all'interno di una struttura e 
più difficile è la sua esportazione a un 
altro contesto. 

Ma che cos'è che rende rilevante un 
oggetto? Di regola è la sua vicinanza, in 
un qualche senso, a un elemento «distin- 
to» di una struttura più vasta. Conside- 
riamo la struttura seguente: 

11111111122223334333222 2111111111 

Il 4 centrale è probabilmente il numera- 
le singolo più distinto. Allora, in dipen- 
denza da come percepite la successione, 
vi si presenteranno caratteristiche diver- 
se. Per esempio, la percepite come una 
successione di «lettere» o «parole»? 
Quando lo osservo al livello di «parola», 
il gruppo centrale 3334333 mi sembra 
poco meno rilevante del 4, e»subito dopo 
vengono i due gruppi laterali di 1 . Vengo- 
no quindi i due gruppi di 3, presi isolata- 
mente, e per ultimi i gruppi di 2. D'altra 
parte quando osservo la successione al 
livello di «lettera» le cose salienti sono 
completamente diverse. Dopo il 4 centra- 
le, probabilmente, i numeri più salienti mi 
sembrano il primo e l'ultimo 1, perché 
sono molto facili da descrivere, e quindi il 
primo e l'ultimo 2. Quindi vengono i due 
3 che affiancano il 4 centrale, ma da que- 
sto punto in poi risulta difficile caratteriz- 
zare i vari elementi se non per il tramite di 
descrizioni piuttosto piatte, come «il 
quarto termine». 

Un termine distinto è ciò che possiamo 
caratterizzare mediante una definizione 
elegante, rapida e facilmente esportabile. 
Un termine quasi distinto è qualcosa che 
possiamo caratterizzare indicando prima 
un termine distinto e quindi descrivendo 
un percorso breve ed esportabile per rag- 
giungerlo. Esattamente come quando si 
forniscono indicazioni stradali, alcuni 
posti risultano più rilevanti di altri. Alcuni 
edifici di New York sono per loro natura 
difficili da indicare nella loro dislocazione 
topografica, altri sono per natura facili. 
Allo stesso modo certi ruoli entro una 
struttura concettuale complessa sono al- 
tamente caratterizzati e facilmente espor- 
tabili, altri sono difficili da descrivere. 

Man mano che vi allontanate dai ruoli 
centrali, qualsiasi analogia viene sempre 
più deformata. Chi è il Jackie Washington 
dell'Inghilterra? Dovremmo prendere la 
guida telefonica di Londra e cercare sotto 
«Washington J.» ? O dovremmo cercare 
sotto «London J.»? Oppure si tratta di un 
problema senza senso, anche per il mi- 
glior amico di Jackie? Dopotutto il ruolo 
di Jackie è così modesto e specificamente 
legato al contesto degli Stati Uniti. Non è 
esportabile. Il fatto che lavori nel Gearlo- 
se's Hot-Dog Stand di Duckburg non ser- 
ve a molto, perché bisogna trovare l'equi- 
valente inglese di Duckburg e di Gearlo- 
se, per non parlare dell'equivalente di un 
«hot-dog stand». 

La morale è semplicemente questa: 
non stiracchiate troppo un'analogia, al- 



144 



trimenti si strappa. Ma allora cosa c'è di 
interessante nelle analogie, perché occu- 
parsene? Qual è lo scopo nel cercare di far 
corrispondere due cose che nella realtà 
non si corrispondono? Non conosco la 
risposta, ma deve trattarsi di una cosa 
positiva per la nostra sopravvivenza, per- 
ché lo facciamo in continuazione. L'ana- 
logia, accurata o no, è una guida costante: 
la prontezza nel cogliere vaghe somi- 
glianze è la caratteristica dell'intelligenza, 
nel bene e nel male. 

Il fatto che usiamo parole e frasi già 
fatte dimostra che siamo in grado di clas- 
sificare il mondo in un insieme di catego- 
rie abbastanza costante. Spesso il proces- 
so termina con una parola, come «cane». 
Non ci sono due cani uguali, tuttavia l'a- 
strazione «cane» ci permette di mettere in 
corrispondenza fra loro due cani qualsia- 
si. Testa contro testa, coda contro coda, 
pelliccia contro pelliccia, e così via. Il no- 
stro linguaggio ci fornisce diverse rappre- 
sentazioni di questo tipo, con vari gradi di 
precisione. Alcune persone non vedono 
altro che il «cane» e quindi usano questa 
parola; altre colgono immediatamente la 
razza insieme alla «caninità» e parlano di 
«quell'Airedale». Non importa a che li- 
vello arrestiate l'analisi, la vostra perce- 
zione consiste nel filtrare alcuni aspetti e 
nel convogliare i restanti in un singolo 
bersaglio concettuale, un simbolo menta- 
le spesso eticchettato con una parola 
(come «parola») o con una frase fatta 
(come «frase fatta»). Ogni simbolo men- 
tale di questo tipo sta per quella elusiva 
entità che accomuna tutte le cose che 
denota. 

Oltre alle analogie implicite che sono 
celate nelle singole parole o frasi fatte vi 
sono delle analogie esplicite che si presen- 
tano spesso su una scala più vasta nelle 
nostre proposizioni. Vediamo griglie di 
ogni tipo che possono essere assimilate a 
scacchiere. Vediamo azioni accuratamen- 
te calcolate di esseri umani che vengono 
paragonate a mosse di una partita a scac- 
chi. Vediamo l'occhio come una macchi- 
na fotografica, l'atomo come un piccolo 
sistema solare. La scienza si comporta 
come un grande rompicapo jigsaw (una 
analogia di cui finora non mi ero preoccu- 
pato). Nello sforzo di piegare e adattare 
concetti la gente trasforma nomi propri in 
nomi comuni, come nella proposizione 
«Brigitte Bardot è la Marilyn Monroe 
francese». Questa trasformazione lingui- 
stica fa sì che sia il ruolo di Marilyn Mon- 
roe che quello di Brigitte Bardot perdano 
qualcosa, che si guadagna in una espres- 
sione vivida. 

Allora, procedendo di un passo oltre al 
livello linguistico esplicito, vi sono analo- 
gie e rappresentazioni che usiamo costan- 
temente per guidare i nostri pensieri su 
una scala più vasta. Quando qualcuno ci 
parla di qualche dispiacere di natura sen- 
timentale possiamo immediatamente 
rapportarlo a esperienze personali. Ep- 
pure questioni di questo genere sono in- 
credibilmente specifiche e legate a un par- 
ticolare contesto. II punto è che scartiamo 
molti dettagli; ci limitiamo ad alcuni 
aspetti astratti evitando accuratamente di 



spingere troppo a fondo la somiglianza. E 
certamente ignoriamo quelli che sono gli 
aspetti triviali. 

Quindi la ragione per interessarsi ai 
procedimenti analogici del pensiero 
umano sta nel fatto che esistono. Ignorarli 
sarebbe come ignorare l'Everest nell'am- 
bito dell'alpinismo. 

Torniamo ad alcuni problemi concreti 
del nostro dominio numerico. Ecco altri 
quattro esempi: 

/: 123345676543321 

J: 177654321 

K: 697394166 

L: 123456789789654321 

L'esempio / mostra ciò che mi piace 
chiamare un «governatore», precisamen- 
te la coppia 33. Anche qui un ruolo in A 
si è ramificato in due parti: 55 in A non 
era l'unica coppia, ma anche il punto più 
alto, mentre in / la coppia 33 è Punica e 7 
è il punto più alto. Siamo costretti a sce- 
gliere tra 2 (la moglie del governatore) e 
6 (la moglie del presidente). Di fatto il 
governatore ha due «mogli», 2 e 4, e 
quindi dobbiamo scegliere tra di esse, a 
meno che non preferiamo 6, la moglie 
del presidente 7. 

L'esempio 7, iniziando con 1776, è un 
problema patriottico. (Qual è la sua con- 
troparte inglese?) II suo interesse è so- 
prattutto nel fatto che attira l'attenzione 
per la prima volta sulla simmetria di A, 
che avevamo dato per scontata. Quando 
abbiamo scelto 4 come moglie del presi- 
dente, abbiamo fatto così perché prece- 
deva il presidente o perché lo seguiva'? 
Nel primo caso dovremmo scegliere 1 
come controparte di 4, e nel secondo 6. 
La seconda scelta è inoltre preferibile 
perché siamo in presenza di una discesa 
regolare da 7 a 1, che corrisponde alla 
seconda parte di A molto meglio di quan- 
to non faccia il rapido salto da 1 a 7, 
collocato all'inizio di 7, nei confronti del- 
la prima parte di A. 

L'esempio K è piuttosto oscuro, ma 
siamo stati condotti a lui da qualcosa in 7. 
In particolare l'esempio/ ci ha condotti a 
considerare che in A ci sono due 4 e non 
uno solo. L'esempio K gioca sulle rela- 
zioni reciproche tra questi due 4. In A ci 
sono due numeri tra i due quattro. Pos- 
siamo considerare questa proprietà come 
la caratteristica del ruolo di 4 in/I . A dire 
il vero questa non è l'unica relazione tra i 
due 4 in A, ma forse è la più ovvia. (Pen- 
siamo ad A come a 4 4 .) Dob- 
biamo quindi cercare il numero che in K 
occorre due volte, con un intervallo costi- 
tuito da due cifre: il 9. 

Consideriamo infine l'esempio L. Qui 
la nozione di coppia centrale diventa an- 
corapiù astratta. Procediamo passoa pas- 
so dopo il primo 1 ... e sobbalziamo! Ci 
vuole un momento per riprendersi, ma 
quando esaminiamo con calma la situa- 
zione troviamo che la coppia centrale non 
è più ottenuta da una singola cifra, ma da 
un blocco di cifre: 789. 



Possiamo riscrivere tutto in modo più 
chiaro così: 

L: 123456(789)(789)65 4321 

Ora la soluzione sembra ovvia: 6. D'altra 
parte a questo punto potremmo cogliere il 
suggerimento così generosamente forni- 
toci dalla coppia centrale, e cioè leggere 
Yinter* successione come fatta di triple. In 
tal caso L diventa: 

L. (123)(456)(789)(789)(654)(321) 

Ora la risposta dovrebbe sembrare evi- 
dente, tranne per un piccolo problema 
secondario: prenderemo la moglie destra 
del presidente (654) o quella sinistra 
(456)? Ammetto di essere influenzato da 
uno sciovinismo di tipo sinistra-destra e 
quindi sceglierei 456. Molti però si rifiu- 
tano di analizzare la successione in termi- 
ni di triple e quindi scelgono 6. 

Ecco un problema apparentemente 
innocente che nasconde, però, molti 
aspetti complicati: 

M: 123457754321 

A mio parere una risposta plausibile sa- 
rebbe 6. Ma si potrebbe obbiettare: «Sei? 
Ma non figura neanche!» Ciò è vero, tut- 
tavia rimane il fatto che il 6 brilla per la 
sua assenza. Il 4 precede il 5 in A non solo 
tipograficamente ma anche da un punto 
di vista astratto: 4 è il predecessore nume- 
rico immediato di 5. Chi è quindi 5 in A ? 
Si potrebbe vedere o come il massimo in 
A o come il numerale che costituisce la 
coppia centrale in A , Entrambe le carat- 
terizzazioni si trasferiscono in M su 7. Se 
quindi scegliete di considerare il ruolo di 
4 in A da un punto di vista astratto e 
aritmetico, piuttosto che da uno tipogra- 
fico e concreto, potete trasferire la vostra 
visione direttamente su M . Il candidato 6 
è un forte concorrente di 5. 

Questo esempio ci apre un intero mon- 
do di livelli di astrazione nella percezione 
delle strutture. Per illustrarli propongo i 
seguenti esempi: 

N: 1234445678987654444321 

O: 1112343211 

Permettetemi di porre un'ulteriore do- 
manda: chi gioca in O il ruolo di 7 in N? 
Ora 7 occorre due volte in N t ma il pro- 
blema sta nel fatto che non sembra gioca- 
re alcun ruolo saliente in N. Non godendo 
di alcuna proprietà caratteristica, sembra 
difficile che il suo ruolo sia esportabile. 
Tuttavia il numerale 7 gioca un ruolo 
importante in N y anche se di tipo molto 
particolare: una delle caratteristiche più 
rilevanti di /V è il gran numero di 4 che 
contiene, e precisamente 7! Quindi 7, vi- 
sto come numero che conta gli elementi di 
un insieme, e non come semplice simbolo 
tipografico, gioca un ruolo molto partico- 
lare nella struttura N. È possibile esporta- 
re questo ruolo ad O? 

Dobbiamo decidere come caratteriz- 
zare (in modo esportabile) l'insieme di 
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cui 7 esprime il numero. Dire «il numero 
dei 4 presenti» sembra un po' troppo ad 
hoc, per non dir di peggio. Un modo mi- 
gliore sarebbe «il numero di occorrenze 
del termine più frequente». Dopo tutto, 
4 è caratterizzabile in N proprio per la 
sua frequenza. Questo ci conduce a 1 in 
O come la controparte di 4. Quindi la 
controparte di 7 in N dovrebbe essere il 
numero degli 1 in O, cioè 5: un'altra ri- 
sposta «invisibile». 

Tuttavia è ottuso insistere, in questo 
contesto, a porre una grande differenza 
tra l'essere presente come elemento visi- 
bile o Tessere presenti in senso astratto, 
per esempio come numero cardinale. Si 
potrebbe dire che 5 è invisibile in O solo se 
pensate che non vi siano delle componen- 
ti cognitive nella visione, cioè se pensate 
che tutto ciò che possiamo percepire sono 
i numerali. Una posizione del genere è 
piuttosto miope. Di fatto «osserviamo» 
costantemente coi nostri occhi delle qua- 
lità astratte. Quando vediamo un pro- 
gramma televisivo osserviamo molto più 
che una danza di puntini luminosi: ve- 
diamo della gente. I puntini non si osser- 
vano più. Naturalmente da qualche parte 
nel nostro sistema percettivo vengono 
«osservati» i puntini stessi in quanto pun- 
tini, ma non siamo soliti chiamare «visio- 
ne» l'attività svolta dalla retina o da altre 
cellule. La visione implica andare oltre i 
puntini; in altre parole, andare oltre il 




livello primitivo di visione. Possiamo 
«vedere» che una certa posizione negli 
scacchi è pericolosa, che un certo quadro 
è di Picasso, che qualcuno è di cattivo u- 
more e così via. Se accettiamo che la vi- 
sione abbia delle componenti cognitive al- 
lora possiamo «guardare oltre i numera- 
li». Possiamo vedere direttamente 5 in O ! 

Incidentalmente, ho scritto l'esempio 
N in modo che 7 figurasse in esso come 
numerale (e non solo come cardinale del- 
l'insieme dei 4 ). Questo ha introdotto una 
complicazione, qualcosa che si doveva 
ignorare. Avrei potuto scrivere N in mo- 
do che vi figurassero dodici 4, nel qual caso 
1 2 sarebbe «comparso» in N solo al livello 
astratto di numero cardinale e non come 
cifra. La vita reale tuttavia non presenta 
quasi mai situazioni altrettanto precise. 
Per esempio, pensando al problema «Chi è 
la Nancy Reagan dell'Inghilterra?» lo 
avreste potuto trovare più difficile da ri- 
solvere di «Chi è la First Lady dell'Inghil- 
terra?» perché potete attribuire a Nancy 
Reagan delle caratteristiche personali più 
importanti dell'essere la First Lady degli 
Stati Uniti. Cosa sarebbe successo se avessi 
chiesto «Chi è la Eleanor Roosvelt dell'In- 
ghilterra?» o, cambiando genere, «Chi è il 
Moshe Dayan degli Stati Uniti?» Sarei 
tentato di dire: «Douglas MacArthur». 
Come nel caso di Dayan, si tratta di un 
generale famosoe vittorioso e di una figura 
politica controversa, ma MacArthur aveva 
due occhi! L'occhio di Dayan è una delle 
sue caratteristiche più notevoli. 

È interessante tornare ora a esempi 
precedenti, rappresentandoli su N e chie- 
dendoci «Chi gioca qui il ruolo di 7?» Le 
vecchie strutture verranno ora percepite 
attraverso occhi (o occhiali) nuovi. Vi la- 
scio alcuni stimolanti esempi da rappre- 
sentare su A e N: 

P: 5432154321 

Q: 543211234554321 

5: 112233445566771217654321 

T: 1234123121213214321 

U: 211221222291232 

Potete divertirvi a costruire nuovi esempi 
che conducano chi li affronta a nuove 
modifiche del ruolo percepito di 4 in A. 
Per esempio, siete in grado di trovare un 
esempio in cui diventi ragionevole, e non 
banale, percepire 4 come il quarto ele- 
mento dM? 

Uno degli scopi di questi rompicapo è 
stato quello di far capire come sia difficile 
catturare con parole il pieno, ricco, intui- 
tivo senso del ruolo di 4 in A, o di First 
Lady. Si potrebbe asserire che la flessibili- 
tà e la fluidità di questo ruolo è legata alla 
sua non verbalizzabilità. Questa è una 
idea importante. Considerate, per esem- 
pio, il modo in cui potreste catturare in 
una frase il ruolo preciso che vedete 
«svolgere» da 4 in A. Per quanto sia 
complessa la vostra frase, è possibile tro- 
vare un esempio in cui la vostra frase non 
può servire da guida per scegliere in esso 



un analogo di 4. Una frase è come un'i- 
stantanea che sembra molto soddisfacen- 
te, in un primo momento, ma che non 
riesce a rendere i successivi movimenti 
degli oggetti raffigurati. C'è qualcosa di 
molto più fluido nel modo in cui la mente 
rappresenta al suo interno i ruoli. Varie 
caratteristiche sono potenzialmente im- 
portanti nel definire il ruolo, ma a un 
certo punto emerge un esempio che met- 
te in evidenza un'altra caratteristica che 
sembra importante. 

Fare dei paragoni è una caratteristica 
della nostra vita. Non sembra partico- 
larmente notevole il fatto che uno entri 
nella nostra cucina per la prima volta e 
dica: «Mi piace come è disposta la tua 
cucina. La mia invece ha le finestre qui e 
i fornelli sono proprio là. Quindi è più 
scomoda e c'è poca luce di mattina.» 
Chiaramente le parole «qui» e «là» im- 
plicano una rappresentazione di una cu- 
cina sull'altra. 

Attualmente sembra che i bisogni del* 
l'intelligenza artificiale consistano in un 
modo di superare i «delta function pro- 
grams»: programmi che sono dei virtuosi 
in ambiti molto ristretti, ma che non 
hanno flessibilità né adattabilità né tolle- 
ranza degli errori. Chiamo questi pro- 
grammi AE programmi: programmi che 
hanno una artificial expertise. Sembra 
che uno studio dei meccanismi di valuta- 
zione della nostra mente, anche in un 
ambito semplice come queste analogie 
numeriche, fornisca delle intuizioni pre- 
ziose sul modo in cui i programmi po- 
trebbero assumere anch'essi doti di fles- 
sibilità e di generalità. 

Per chiarire cosa intendo dire mi pia- 
cerebbe terminare con una trascrizione 
quasi letterale di una conversazione che 
ho avuto poco tempo fa con un amico. 
Più o meno è andata così: 

Amico: «Venerdì scorso ero al Pooh- 
-Bah Club e stavo ascoltando alla radio 
un pezzo che sicuramente era di Shosta- 
kovich. Quando terminò e dissero il 
nome dell'autore, certo, era lui! Ero con- 
tento, perché una cosa del genere mi è 
capitata solo un paio di volte nella vita!» 

Io: «Vuoi dire, essere al Pooh-Bah 
Club e ascoltare alla radio un pezzo che 
secondo te è di Shostakovich di sabato 
pomeriggio?» 

Amico: «Sei così denso. Se ti sentisse- 
ro i tuoi amici di Scienti fic American non 
ti farebbero più scrivere una riga.» 

Io: «Ecco, avrei dovuto capire che non 
era di venerdì pomeriggio.» 

Amico: «Avresti dovuto capire che 
non era Shostakovich!» 

Poco lontano un programma fatto per 
operare in linguaggio naturale creato di 
recente di nome cortex stava ascoltan- 
do la nostra conversazione e a questo 
punto non potè fare a meno di interveni- 
re dicendo: «Oh, mi ricordo. Qualcosa di 
molto simile mi è successo l'altro giorno. 
Ero a un club il cui nome inizia con P, 
quando si ruppe il sistema di refrigera- 
zione.» È questo il tipo di cose che per- 
sonalmente vorrei vedere fare ai pro- 
grammi nell'ambito dell'intelligenza arti- 
ficiale. 
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